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RESUMEN 
Se revisó la Colección Internacional de Bacilos Entomopatógenos (CIE), conformada por 
3,000 extractos de BaciHus thuríngiensis procedentes de las cepas HD y 500 de CM, 
observándose que los más tóxicos contra los Insectos plaga Tríchopfusia ni y Heiiothis virescens 
fueron las HD. Se seleccionaron y evaluaron 7 extractos procedentes de la CIE, eligiéndose las 
cepas HD-1 y HD-73 como candidatas, debido a que su toxicidad había permanecido a lo largo 
de 15 años, ambas se cultivaron en 14 medios de cultivo, donde como fuente de carbono se 
utilizaron; melaza o dextrosa, como nitrógeno; harina de soya y los cofactores líquido de 
remojo de maíz. Se determinó: utilización de la fuente de carbono, pH, producción, toxicidad, 
potencia, rendimiento y nivel de producción, éstos constituyeron la base de la selección para su 
posterior escalamiento. Se realizaron análisis estadísticos, y fundamentándose en ellos así como 
el costo del proceso, se seleccionó a la cepa HD-1 en el medio de melaza. La producción del 
bioinsecticida a nivel fermentador de 14 litros, corroboró lo obtenido a nivel matraz 
determinándose además un KLa de 31.48h"1, y un Q02 de 0.1162g02/l/h, correspondientes a la 
aereación de 0.75WM y agitación de 500r.p.m. De acuerdo a lo anterior se deduce: 1)La 
actividad tóxica recuperada utilizando el método de lactosa-acetona fue del 80 % y siguiendo el 
método de caldo recuperado esta fue superada a la reportada hace 15 años. 2)La producción 
obtenida a nivel matraz y fermentador fue Igualada a la reportada. 3)La toxicidad del extracto se 
mantiene Incluso a pH de 8.0, sin mostrar diferencias, 4)Se logro disminuir la dextrosa de 30 a 
1.5g/l y harina de soya de 30 a 20g/l sin observarse diferencias de toxicidad en ambos casos y 
consumiéndose el 85% de la fuente de carbono. 5)Se encontró un medio de cultivo constituido 
por melaza, adecuado para su producción a nivel Industrial sin afectar la toxicidad, ni los 
parámetros de producción y 6)Se determinó que la bacteria requiere un bajo consumo de 
oxígeno y ello se confirma con los valores de Kla y Q02 obtenidos. 
ABSTRACT 
It was review the International Bacilli Collection Entomopatogen, certified by 3,000 
extracts of Bacillus thuringiensis originating from the strain HD and 500 of the strain CM, where 
was observed that the most toxic against the plague insects Trichoplusia ni and Heliothis 
wesems they proceed of the strain HD. They were selected and evaluated 7 extracts, setected 
the strain HD-1 and HD-73 as candidate due to the fact that your toxicity had stayed throughout 
15 years, both were cultivated in 14 means of cultivation, where, as source of carbon were; 
molasses or dextrose, as nitrogen; flour of soya and the cofactores liquid of corn soaking. It was 
determined; utilization of the source of carbon, pH, production, toxicity, potency, yield and 
production level, constituted this the base of the selection for its subsequent climbing. They were 
accomplished statistic analysis, and being based on them and to the cost of the process, was 
selected to the strain HD-1 in the medium of molasses. The production process of the 
bio insecticide at level fermenter of 14 liters, corroborated obtained what is at flask level being 
determined furthermore a KLa to of 31.48h'1, and Q02 of 0.1162g02/)/h, corresponding to the 
aereation of 0.75WM and agitation of 500r.p.m. According to the foregoing is deduced: 1)The 
recovered toxic activity using the method lactose-acetone was of the 80 % and continuing the 
broth method recovered this was surpassed to the reported makes 15 years. 2)The production 
obtained at flask level and fermenter it was evened to what is reported. 3)The pH (8.0) did not 
affect the toxicity of the extract 4)Be achievement reduced the dextrose of 30 to 1 a n d flour 
of soya from 30 to 20g1 without be observed differences of toxicity in either case and being 
consumed a 85% of tine source of carbon. 5)Was found a medium of cultivation in base 
molasses, adapted for its production at industrial level that it does not affect the toxicity neither 
the production parameters and 6)ls determined that the bacteria requires a under oxygen 
consumption and this is confirmed with the values of KLa to, and Q02 obtained. 
INTRODUCCIÓN 
Uno de los grandes problemas de contaminación que sufre nuestro ambiente es 
causado por el uso indiscriminado de plaguicidas químicos. El control biológico es una 
buena alternativa, éste a sido definido como: el uso de microorganismos naturales o 
modificados, genes o productos de ellos para reducir el efecto de organismos indeseables 
(plagas) a favor de insectos benéficos y microorganismos; ofrece una amplia gama de 
posibilidades para el manejo de plagas incluyéndose el uso de predadores, parásitos y 
patógenos(Falcón, 1981). Entre las plagas más devastadoras de nuestro país destaca la del 
gusano falso medidor {Trichoplusia ni) que ataca 22 especies de cultivo, así como el gusano 
bellotero (Heliothis vírescenü principal plaga del algodón. (Melcalf, 1982, Rodríguez, 1991). 
Hoy en día se conocen alrededor de 100 bacterias entomopatógenas y solamente se 
han desarrollado como bioinsectícidas microorganismos pertenecientes al género de Bacíiius 
(Hofte, 1989): B. popii/ae, B, sphaericus, B. ientimorbus, B. moritaiy principalmente Baciíius 
thuringensis, el cual representa el 1 % de todos los insecticidas producidos mundial mente. 
(Deacon, 1983). 
La biotecnología por su parte presenta nuevas estrategias o actualiza otras ya 
existentes como en el caso del uso de bioplaguicidas producidas por Bacilius thuringiensis, 
estas se basan en la búsqueda de nuevas cepas y/o el mejoramiento genético de las mismas, 
con el fin de qué^  presenten una nueva actividad insecticida, así como los estudios de 
procesamiento a escala industrial que permitan conservar la actividad de la cepa con un 
mejor rendimiento de producción y el mejoramiento de formulaciones para aumentar su 
efectividad. Sobre esta bacteria se han realizado una gran cantidad de aislamientos (En 1982 
el Departamento de Agricultura de U. S. A. reportó la existencia de alrededor de 766 cepas 
clave HD procedentes de diferentes fuentes como: suelo, insectos, granos, etc. (Galán, 
1982, 1993 y Rowe, 1987) y con las cepas más tóxicas se han efectuado fermentaciones 
donde se ha analizado el comportamiento empleando diversos medios de cultivo, que 
permitan la eficientización de la cepa. 
Los extractos a estudiados han sido almacenados por mucho tiempo (alrededor de 
veinte años los cuales fueron efectuados y donados por el Dr. Howard T. Dulmage del 
Departamento de Agricultura de E. U. A., Weslaco, Texas a la Facultad de Ciencias 
Biológicas de la U. A. N. L.), desconociéndose hasta la fecha la actividad que presentan, si 
es que ha permanecido. Por lo anterior nos hemos planteado lo siguiente: 
HIPÓTESIS 
Es posible recuperar cepas de BaciHus thuríngiensis clave HD, de extractos de 
fermentación almacenados, que sean tóxicos contra Trichoplusia ni (Hüber) y Heliothis 
virescens (Fabricius) (Lepidóptera Noctuidae), que muestren una actividad igual o superior a 
las cepas comerciales. 
OBJETIVOS 
1. Seleccionar una cepa de BaciHus thuríngiensis clave HD, a partir de extractos 
almacenados para el control biológico de T. niy H. virescens. 
2. Optimización de medio del cultivo y parámetros de fermentación para la cepa 
seleccionada, además de evaluación de la actividad de la 6-endotoxina recuperada. 
ANTECEDENTES 
2.1 CONTROL BIOLÓGICO 
El control biológico, se inició a finales del siglo pasado con el uso de algunos predadores 
y parásitos de insectos. Pero fué hasta finales de los años 30 que se utilizó exitosamente el virus 
de la polihedrosis nuclear (VPN) para el control de) dipriónido CHpinia hercyniae en Canadá 
(Benz, 1986). 
Los entomopatógenos pertenecen a cuatro grupos: virus, protozoarios, hongos y 
bacterias. Cerca de 1,500 especies han sido descritas con alto potencial para el manejo de 
poblaciones de insectos plaga en áreas agrícolas, forestales, ornamentales y salud (Ignoffo e 
Hink, 1971). Se incluyen alrededor de 750 especies de hongos, 700 virus, 300 protozoarios y 
casi 100 especies de bacterias aisladas de insectos. Estos se han utilizado en las siguientes formas 
i) Introducción y establecimiento permanente para formar un factor de mortalidad perpetua, ii) 
Aplicación periódica en forma inundativa o ¡noculativa para el control temporal de insectos 1y 
iii) Manipulación ambiental, la cual implica la incorporación de epizooticos naturales en el 
manejo integral de insectos plag^ y en el mejoramiento, así como el aumento de estos 
epizooticos naturales por otros métodos aparte de la agregación directa a patógenos ya 
presentes naturalmente. Lo anterior muestra como el control biológico se lleva a cabo en la 
actualidad. 
2.1.1 INSECTICIDAS VÍRALES 
Existe una gran variedad de virus patógenos de insectos; entre los que destaca, el virus 
de la polihedrosis nuclear (VPN) y en menor medida los virus de la granulosis (VG), ambos 
pertenecen a la familia Baculoviridae, son virus de ácido desoxirribonucleico (ADN) que tienen 
forma de bastón o varilla, envueltos por su cápside en forma granular o poliédrica. Hasta el 
momento se han descubierto cientos de estos virus, pero sólo aquellos que atacan a 
Lepidópteros (83%), Hymenoptera (10%) y Díptera (4%), son los que se utilizan o están en 
proceso de desarrollo como bioinsecticidas (Blissard y Rohrmann, 1990); estos datos reflejan la 
intensidad de las investigaciones de estos grupos de virus (Ignoffo, 1974). Lo cual se debe al alto 
grado de especificidad y al nulo peligro contra organismos no blanco. En Estados Unidos de 
Norteamérica tres virus han sido registrados, todos ellos miembros de VPN que atacan a 
Heliothis zea, Orgya pseudotsugata y Porthetris dispar. Todos son parásitos intracelulares 
obligados y solamente pueden crecer en células vivas, solo se reproducen en las larvas 
hospederas o en cultivos de células, razón por la cual se limita el interés comercial para su 
'a. Inundatívo: Los entomopatógenos liberados son agentes de mortalidad mientras que la progenie de estos 
entomopatógenos no va a infectar los insectos, 
b. Inoculativo: Se hacen las liberaciones de entomopatógenos periódicamente, está limitada en una estación 
(Nordlund, 1984). 
desarrollo como insecticidas microbianos, excepto aquellos que atacan plagas de particular 
importancia o que presentan un amplio rango de hospedero (Sherman, 1985). En el futuro los 
virus se podrán producir in vitro, en grandes cultivos de células, pero hasta el momento esto no 
se puede realizar a nivel industrial (Granados y col., 1987). Otra razón por la que los 
insecticidas vírales no han mostrado gran éxito comercial es que tienen que competir con los 
insecticidas químicos. Por ejemplo en los 70's se utilizaron para el control de Heliothis, pero al 
compararse con los piretroides que eran más baratos y presentaban la misma eficiencia se 
desacreditaron (Ignoffo y Couch, 1981). Es de esperarse que mientras existan materiales más 
baratos (como algunos insecticidas químicos o B. thuringiensi$ los virus con mayor 
potencialidad de ser utilizados a corto plazo sean aquéllos que controlen las plagas más 
importantes, para las cuales los insecticidas químicos o B. thuringiensis no estén disponibles, o 
bien através del desarrrollo de virus recombinantes que aniquilen a los insectos más 
rápidamente y que tengan un rango hospedero más amplio. Se concluye que los virus se 
encuentran en su etapa de desarrollo. 
2.1.2 PROTOZOARIOS COMO INSECTICIDAS 
Estos microorganismos tienen un potencial limitado como insecticidas microbianos de 
acción rápida a corto plazo, debido a la producción masiva del hospedero vivo, que impone un 
límite sobre el bajo costo y la cría masiva de estos organismos entomopatógenos; y a que la 
densidad de la plaga es muy alta y es necesario bajar la población de manera rápida, sin 
embargo los protozoarios no actúan con rapidez suficiente para impedir el daño de la plaga al 
cultivo (Baddi, 1993). La mayoría de los protozoarios considerados como potenciales 
bioinsecticidas son microsporidios. Sus esporas infectan al hospedero a través de la ingestión y, 
una vez en el intestino, las esporas proyectan un largo tubo que inyecta el núcleo del patógeno 
en los tejidos internos del hospedero. Estos se multiplican en el citoplasma y gradualmente se 
dispersa por todos los tejidos del hospedero, causando enfermedades crónicas que pueden 
matar o no al hospedero (Roberts y col., 1991). Un ejemplo es la utilización de Nosema 
/ocustaeen Estados Unidos para el control de chapulines que redujo el 34.5% de la población 
(Cárter, 1976). La reducción presenta un rango del 40 al 60% en el transcurso de varias 
semanas, con un costo bajo, en comparación con otros medios de control (Brooks, 1988). Por lo 
anterior concluímos que los protozoarios de forma global son solo útiles en contra de ciertos 
insectos. 
2.1.3 HONGOS COMO INSECTICIDAS 
Las unidades infecciosas de los hongos son las conidias, las cuales caen en la cutícula del 
insecto y germinan. La hifa penetra la cutícula para colonizar al hospedero, donde se desarrolla 
el micelio profuso dentro de éste. La muerte ocurre aproximadamente en dos días, 
particularmente en aquellas cepas que secretan toxinas; sin embargo, en muchas ocasiones el 
período de infección es más largo (St Leger y col., 1992). Los candidatos fúngicos como 
Bauveria bassiana y Metarhizium anisopfiae, son hongos imperfectos que tienen dos ventajas 
sobre B. thuringiensisy los virus, muchas de las cepas o aislados tienen un rango hospedero más 
amplio e infectan a su hospedero por invasión a través de la cutícula de tal forma que estos 
pueden atacar áfidos y chicharritas, además de larvas de Lepidópteros, Coleópteros y otros 
insectos masticadores (Roberts y col., 1991). La mayoría de los hongos se pueden producir en 
medios artificiales, la principal limitación es que el control efectivo en el campo requiere 
normalmente de varios kilos de bioinsecticidas por hectárea y para producir un kilo de conidias 
se necesitan aproximadamente 25 kilos de sustrato, el cual normalmente es producido a base de 
granos de cereales. Los hongos pueden crecer en fermentadores con cultivos líquidos, pero el 
resultado es la producción de blastosporas con paredes más delgadas son menos viables que las 
conidias, además la vida de anaquel es baja comparada con B. thuringiensisy los virus. En la 
actualidad los hongos presentan gran potencialidad en los ambientes protegidos, como los 
cultivos de invernadero, o bien regiones tropicales y subtropicales. VerticiHium ¡ecani es 
utilizado en los invernaderos de Gran Bretaña con el se han obtenido excelentes resultados. Por 
otra parte el mejor productor de hongos es Brasil, cuya producción se enfoca hacia la 
muscardina verde, Metarhizium anisopliae, para el control de salivazos en caña y pasto (McCoy 
y col., 1988). 
2.1.4 INSECTICIDAS BACTERIANOS 
Cientos de especies de bacterias están asociadas con insectos (Galán y col., 1993). En 
1960, Buchner, dividió las bacterias entomopatógenas en tres grupos obligatorio, facultativo y 
potencial. Por su parte Falcón en 1971, las caracterizó en dos: formadoras de esporas y no 
formadoras de esporas; en el primer grupo se encuentran especies obligatorias y muchas 
facultativas, en el segundo sólo una especie completamente facultativa y todas las especies 
potenciales. Las bacterias de mayor importancia se encuentran en el orden Eubactería!, 
específicamente en la familia bacillacea y en el género Bac/Hus-, de ellas, las más utilizadas como 
insecticidas microbianos son las especies B. popillae, B. sphaerícus, B. moratiy B. thuríngiensis. 
El éxito relativo de B. thuríngiensis; comparado al de otros patógenos, se debe a la acción rápida 
y a la posibilidad de producirlo in vitro en forma industrial, además, las células esporuladas y los 
cristales son fáciles de formular, se utilizan en la actualidad materiales como ligninas, pectinas, 
celulosa, grenetina, almidón, etc. ya que en ellas se ha observado prolongación de la vida de 
anaquel, además se puede aplicar por métodos convencionales y muchas de formulaciones 
comerciales son competitivas en costo con relación a los insecticidas químicos (Lambert y 
Peferoen, 1992), lo cual indica que su utilización en la vida cotidiana está cobrando interés y 
que en un futuro no lejano será la mejor solución en el control de plagas debido a las ventajas 
que presenta, así como a los resultados obtenidos en la investigación, los cuales confirman lo 
dicho. Los productos comerciales utilizados para el control biológico a nivel mundial se 
muestran en el cuadro 1. 
Cuadro 1. Insecticidas microbianos disponibles en el mercado mundial. 
GRUPO ORGANISMO PRODUCTO 
Virus Virus de la Poliedrosis Elcar, Gypchek, Virin-Ensh, Virin-EKS, Virin-HS, 
Nucelar Virin-Diprion, Virin-KHS, Virin-LS, Manestrin, 
Monisarmio-virua, TM-Buocontrol, Virox, 
Menestrin*, Spodoterín*, VPN 80,VPN 82, 
Hifantrin, Virin-ABB, Virin-CYAP, Virin-OS, 
Carpovirusine*. 
Virus de la Poliedrosis VPC 
Citoplasmàtica 
Bacterias Bacillus popilllae Doom, Japademic, Milky Spore. 
Bacillus sphaericus ABC-6185, 2362*. 
Bacillus thuringiensis Dipel, Javelin, Thuricide, Bactospeine, Bathurin, 
BIP, Enterobacterin-3, Bitoksibacillín, Exotoksí, 
Gomelín, Insecktín, Lepidocin, Thuríngin, 
Bactokulicid, Bacillan, Thuridán, Thurindhgín, 
Turintoks, Biotrol, Baktutal, Dendrobacillín, M-1, 
Foil, Larvo-Bt, Biobit, Bactimos, Teknar, 
Vectobac, Moskitur, Foray, Delfín, Condor, 
Cutlass, MVP, Certan, Skeetal, Teknar, Vectobac, 
M-One, M-One Plus*, Trident, Novodor, Foil. 
Hongos Bauverìa bassiana Biotrol FBB, Boverin, Boverol, Boverosil, ABG-
6178. 
Hirsute/la thompsoni Mycar 
Metharhizium anisopliae Biotrol-FMA, Mataquino, Metarrhizin. 
Verticillium tecanii Vertelpac, Mycotol, Verticillín, Verticón. 
Paeciiomyces farinosus Peocilomín 
Protozoarios Nosema locustae Hopper Stopper 
Nemátodos S. feltiae Seek, Spear, Neocide, Crop Patrol, Pest Patrol. 
Nota:* Productos en fase experimental. 
2.2 RESEÑA HISTÓRICA DEBacillus thuringiensis 
A principios de siglo fué aislado por primera vez Bacillus thuringiensis, por el japonés 
Ishiwata quien lo obtuvo del gusano de seda (Bombix morí). Posteriormente en 1915 el alemán 
Berliner, aisló de la misma manera esta bacteria apartir de larvas de la palomilla del 
mediterráneo Anagastra kuehniella, a la cual denominó Bacillus thuringiensis por Thuringia, 
región alemana (Miltenburger, 1984). Aoki y Chigasaki en 1915, demostraron que viejos cultivos 
de Bacillus sotto contenían un componente que causaba la muerte en insectos y quienes 
consideraban que la rápida toxicidad era debido a alguna toxina (Krieg, 1984 y Pendleton, 
1969). 
En 1927, Mattes confirmó lo expuesto por Berliner, ambos hicieron observaciones 
importantes mientras las células vegetativas crecían y esporulaban, producían además de la 
espora oval, un segundo cuerpo nombrándolo cuerpo de desecho o "Restekorper", también 
observaron cambios en la posición de la espora (Aizawai, 1980 y Dulmage y col., 1980). A 
finales de los años 30's aparece el primer producto comercial a base de BaciHus thuríngiensis 
con el nombre de Sporaine, en París, Francia (Norris, 1978). 
A mediados de siglo en Estados Unidos, Stainhaus realizó pruebas con 51 cepas de B. 
thuríngiensis de las cuales 11 resultaron ser tóxicas para el gusano de la alfalfa (Cotia 
eurithemeen) estas publicaciones propiciaron la aplicación y explotación comercial de dicha 
bacteria (Dulmage, 1989). Por su parte Hannay, observó cristales en forma de diamantes libres 
del esporangio en preparaciones de cultivos esporulados de B. thuríngiensis, refiriéndose a éstos 
como un cuerpo paraesporal, confirmado por la microscopía electrónica, además sugiere que 
los cristales al encontrarse en el intestino medio, están conectados con la formación de una 
toxina que induce a la septicemia en larvas (Faust y Bulla, 1982). Por esas fechas Angus sugiere 
una relación entre el cristal y la patogenicidad hacia el insecto; demostrando que la toxicidad en 
el insecto está principalmente asociada con la inclusión cristalina del bacilo y requiere ser 
solubilizada en álcali diluido o jugo intestinal del insecto para ser activo (Burges, 1986). 
Conjuntamente con Fitz-James determinaron que los cristales presentes en la bacteria se 
conforman en su mayoría por proteínas y la ingestión de dicho cristal por larvas de insectos 
Lepidópteros causa la muerte (Prassad, 1976). A finales de esta década aparecen productos 
comerciales de BaciHus thuríngiensis como: "Thuricide" lanzado por la International Mineral and 
Chemical Corp. (1957), "Celita" (1958) y "Biotrol" por Nutrilte Prod. Inc. (1959) a excepción 
del segundo presentaron poca estabilidad en el mercado (Hernández, 1984). Por su parte 
Heimpel y Angus (1958-59) realizaron una clasificación de bacterias formadoras de cristal en 
base a las pruebas morfológicas y bioquímicas (Dulmage, 1973 y Heimpel y Angus, 1963). 
En 1969 H. T. Dulmage aisló del gusano rosado Pectinophora gossypielia, una cepa de 
BaciHus thuríngiensis variedad kurstaki, que resultó 20 a 200 veces más tóxica entre las cepas 
existentes, a la que denominó HD-1, la cual es comercializada como "Dipel" por la compañía 
Abboten Estados Unidos de Norteamérica (Beegle, 1979; Couch y Ross, 1980, Dulmage, 1970 
y 1973 y Norris, 1978). 
En 1962, los descubrimientos de nuevas cepas de BaciHus thuringiensisy los intentos por 
clasificarlos continuaron y en este año de Barjac y Bonnefoi hicieron un estudio con 24 cepas 
formadoras de cristal utilizando pruebas bioquímicas y serológicas, la clasificación serológica 
basándose en la determinación del antígeno flagelar específico a cada variedad (Beegle, 1979 y 
de Barjac, 1962). Años después (1968) se crea el Centro Internacional de BaciHus thuríngiensis 
dependiente de la Organización Internacional del Control Biológico en París, Francia (Galán, 
1993). 
A principios de los 70's se presentan dos grandes avances obtenidos por H. T. Dulmage, 
el primero, basado en la precipitación con lactosa-acetona para la producción de polvos 
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humectables se desarrolló y adaptó rápidamente en la industria, y el método para la 
determinación de Unidades Internacionales de Potencia (UIP), utilizando un estándar lo cual 
permitió una rápida expansión comercial de insecticidas de BaciHus thuríngiensis (Dulmage y 
Correa, 1970; Dulmage, 1973 y 1976, y Kriegy Langenbruch, 1981). 
En 1976 el descubrimiento de la variedad israeiensis, la cual presenta un cristal amorfo y 
correspondiendo a un nuevo serotipo H-14 (Barak, 1988; de Barjac, 1978 y Goldberg, 1980), 
presentando gran toxicidad para los mosquitos (Dípteros) y mosca negra (Simulidae). Así como 
el aislamiento de las variedades tenebrionis y san diego pertenecientes a la subespecie 
morrísoni, las cuales son tóxicas para escarabajos (Coleópteros) (Krieg y col., 1983 y 1984). 
En 1990, de Barjac y Frachon informan sobre la clasificación de B. thuríngiensis, basados 
en el antígeno flagelar H, reportando 45 serotipos (Cuadro 1) que distinguen a 54 
serovariedades (de Barjac,1990). En el mismo año Rodríguez y Galán, recuperan dos nuevas 
subespecies denominadas neoionensis serotipo H-24, la cual presenta un cristal triangular y 
carente de actividad tóxica para Lepidópteros y Dípteros (Rodríguez, 1990) y la variedad 
mexicanensis correspondiente al serotipo H 8a8b subsp. morrísoni, con cristal rectangular 
(Galán, 1990). 
2.3 MORFOLOGÍA DE BaciHus thuríngiensis 
BaciHus thuríngiensis es una bacteria aeróbica esporogénica, del grupo I, gram positiva, 
de 2 a 5 por 1 /jm, se divide por fisión binaria, frecuentemente se encuentra en cadenas, 
presenta flagelos perítricos (Sebasta, 1969) a excepción de un biotipo (de Barjac, 1990), 
saprofita del suelo, facultativamente parásita de los insectos (Herrnstadt, 1986 y Krieg, 1984), la 
cual se caracteriza por la formación de cuerpos paraesporales proteicos, sus cristales se liberan 
ai exterior después de la lisis de la pared celular. El cristal glicoprotéico de algunas especies esta 
integrado por diferentes proteínas siendo la 5-endotoxina la más importante (Lüthy, 1980). La 
mayoría de estas proteínas son protoxinas de aproximadamente 135 Kilodaltons, las cuales se 
digieren parcialmente por proteasas digestivas del insecto y dan lugar a toxinas activas de entre 
60 y 70 Kilodaltons. Las toxinas son generadas en el intestino del organismo susceptible, 
pueden variar en forma y tamaño (Herrnstadt 1986; Knowels y Ellar, 1987 y Krieg, 1984). Las 
especies plagas susceptibles a estos cristales se muestran en el cuadro 2, los cuales son 
Lepidópteros (Hofte, 1989), Dípteros (Aizawai, 1978 y Stanbury, 1984), Coleópteros 
(Herrnstadt, 1986 y Krieg, 1984), Nemátodos (Meadows, 1990), protozoarios (Stanbury, 1984) y 
células tumorales (Prasad, 1976). 
La clasificación de BaciHus thuríngiensis está basada en el antígeno flagelar, 
complementadas con pruebas bioquímicas para determinar las variedades, ésta fué propuesta 
por de Barjac apartír de 1976. 
Cuadro 2. Clasificación de cepas de Bacillus thuringiensis de acuerdo al serotipo H 
SEROTIPO SUBESPECIE PRIMERA DESCRIPCIÓN VAUDA 
1 thuringiensis Berliner, 1915; Heimpel y Angus, 1958 
2 fi ni ti mus Heimpel y Angus, 1958 
3a3c alesti Toumanoff y Vago, 1951; Heimpel y Angus, 1958 
3a,3b, 3c kutstaki De Barjacy Lemille, 1970 
3a, 3d sumiyoshiensis Ohba & Aizavva, 1989 
3a, 3d, 3e fukuokaensb Ohba & Aizavva, 1989 
4a,4b sotto Ishiwata, 1905; Heimpel y Angus, 1958 
4a,4c kenyae Bonnefoi y de Barjac, 1963 
5a5b galleriae Shyetsova, 1959; de Barjac y Bonnefoi, 1962 
5a.Sc canadensis De Barjac y Bonnefoi, 1972 
6 entomoodiis Heimpel y Angus, 1958 
7 aizawai Bonnefoi y de Barjac, 1963 
8a,8b morrisoni Bonnefoi y de Barjac, 1963 
8a,8c ostriniae Caixin, Ketian, Minghua y Wingmin, 1975 
8a,8d nigeriensb De Barjac, Frachon, Rajagopalan y Cosmao, no publicado 
9 tolwoethi Norris, 1964; de Barjac y Bonnefoi, 1968. 
10a, 10b darmstadiensis Krieg, de Barjacy Bonnefoi, 1968 
10a, 10c londrina Arantes y col. (no publicado) 
11 a,11 b toumanoffi Krieg, 1969 
H a , i i c kyushuensis Ohba y Aizavva, 1979 
12 thompsoni De Barjacy Thompson, 1970 
13 pakistani De Barjac, Cosmao, Shaik y Viviani, 1977 
14 braelensfe De Barjac,1978 
15 dakota De Lucca, Simonson y Larson, 1979 
16 indiana De Lucca, Simonson y Larson, 1979 
17 tohokuensis Ohba, Aizawa y Shimizu, 1981 
18a, 18b kumamotoensis Ohba, O no, Aizawa e Iwanami, 1981 
18a, 18c yosoo Lee H. H. (no publicado) 
19 tochigiensis Ohba, Ono, Aizawa e Iwanami, 1981 
20a,20b yunnanensis Wan-yu, Qi-fang, Xue-ping e You-wei, 1979 
20a,20c pondicheriensis De Barjac, Frachon, Rajagopalan y Cosmao, no publicado 
21 colmeri De Lucca, Palmgren y de Barjac, 1984 
22 shandongiensis Yin£ Jie y Xichang, 1986 
23 japonensis Ohba y Aizawa, 1986 
24a, 24b neoleonensis Rodríguez, Galán-Wong, de Barjac, Dulmage, Taméz-Cuerra y Roman Calderón, 1988 
24a, 24c Novosibirsk Burtseva, Kalmikovaycol. no publicado 
25 coreanenste De Baqac y lee, no publicado 
26 sib De Barjacy Lee, no publicado 
2 7 mexicanensb Rodriguez-Pad i ila y Galán-Wong, 1988 
28a, 28b monterrey no publicado 
28a, 28c jegathesan Lee L. H. (no publicado) 
29 amagiens'rs Ohba (no publicado) 
30 medellin Orduz, Rojas, Correa, Montoya and de Barjac, 1992 
31 toguchini Hodirev (no publicado) 
32 cameroun Jacquemard, 1990; Juarez-Perezy col. (no publicado) 
33 leesis Lee H. H.ycol . , 1994 
34 konkukian Lee H. H.ycol . , 1994 
35 seo u lens is Shim (no publicado) 
36 malaysiensb Ho (no publicado) 
37 andabusiensis Santiago-Alvarez y col., (no publicado) 
38 oswakkxxuzi Rabtnovtteh y col. (no publicado) 
39 brasiliensb Rabinovitch y col. (no publicado) 
40 huazhongensis Yu Ziniu (no publkado) 
41 soortcheon Lee H. H. (no publicado) 
42 jinghongiensis Rong Sen Li (no publicado) 
43 guiyangiensb Rong Sen Li (no publicado) 
44 higo Ohba (no publicado) 
45 roskildiensis Hinrinschen & Hansen (no publicado) 
Nota: De Barjac H., E. Frachon, 1990. Classification of B. thuringiensis entornophaga 35: 233 - 240. 
Cuadro 3. Clasificación de las proteínas del cristal producido por B. thuringiensis e insectos 
susceptibles.* 
Tipo de Proteína Peso Molecular (KDa) Huésped 
CrylA(a) 133.200 ~ L 
CrylA(b) 131.000 L 
CrylA(c) 133.300 L 
CryIB 138.000 L 
CtylC 134.800 L 
CiylD 132.500 L 
CryIF 133.200 L 
CryIC 133.600 L 
CryIIA 70.900 L 
CryllB 70.800 L-D 
CryIIIA 73.100 C 
CrylllB 74.237 C 
CrylllB2*** 74.393 C 
CrylllC 129.400 C 
CryIIID 73.300 C 
CryIVA 134.400 D 
CrylVB 127.800 D 
CryIVC 77.800 D 
CryIVD 72.400 D 





CytA 27.400 Citotóxica 
Nota:* Adaptadas de Hofte and Whiteley, 1989. El proceso molecular es dado a partir de la secuencia de aminoácidos deducida de la secuencia 
nudeotídka del primer gen reportado para cada una de las clases. " P e s o molecular no reportado.'** Do novan y col., 1992-.?Apareció 
después de Feitelson y col., 1992.. L= Lepidópteros; C= Coleópteros; D= Dípteros y N= Nemá todos. 
2.4 TOXINAS DE Bacfflus thuringiensis 
Hannay en 1953, asocia al cristal producido por esta bacteria; activado contra las larvas 
de insectos. Las toxinas producidas por cepas de BaciHus thuringiensis son ocho, las cuales se 
muestran a continuación: 
1. La fosfolipasa C (a-exotoxina) 
2. Exotoxina termoestable (p -exotoxina) 
3. Enzima no identificada que puede ser no tóxica (t-exotoxina) 
4. Proteína de cristal paraesporal (5-endotoxina) 
5. Toxina lábil 
6. Toxina soluble en agua 
7. Exotoxina "factor ratón" 
8. La toxina Btken-Ag 
También se considera un antibiótico badlogénlco y una proteinasa (Faust, 1982). 
La habilidad que presenta B. thuringiensis para producir toxinas varía de una cepa a otra, 
dependiendo de la composición y condiciones del medio de cultivo (Dulmage y Burgerjo, 
1977). 
2.4.1 a-exotoxina 
También conocida como fosfolipasa C o lecitinasa, se ha estudiado en las variedades de 
BaciHus thuringiensis y Baciiius cereus (Krleg, 1969), afecta a los fosfolípldos de membrana, 
causando lisis y necrosis, actúa sobre la molécula de lecitlna con la formación de un diglicérldo 
y fosforilcollna. Estudios sobre su biosíntesis indican que aparece en la fase logarítmica de 
crecimiento y su actividad más alta se observa en el sobrenadante después de 10 horas de 
Inoculación, su biosíntesis y acumulación ocurre en un rango de pH: 6.0 - 9.0. (Palacios, 1993) 
su punto óptimo cercano al neutro, que es el que se presenta en el intestino de los insectos. 
Algunas especies de BaciHius thuringiensis son incapaces de producir lecitinasa. Se ha 
encontrado susceptibilidad por algunos insectos como: Gallería mellonella, Plutella 
maculipennis (Faust, 1982). 
2.4.2 (3-exotoxina 
Fué descubierta por McConell y Richards en 1959 (Cantwell, 1964). El aislamiento y 
caracterización preliminar de la beta exotoxina los condujeron de Barjac y Dedonder (1965 -
1968) a partir del serotipo H-1 (Lecandt, 1975). Farkas en 1969, propone que la estructura 
química de la toxina está compuesta por adenina, ribosa, glucosa y ácido alárico con un grupo 
fosfato, con un peso total del compuesto de 700 Da (Farkas, 1976). Confirmándose ésto con 
estudios de resonancia magnética nuclear (Carberg, 1973). Su espectro de absorción ultravioleta 
presenta un máximo a 260 nm y mínimo a 230 nm. Faust en 1973 la considera como un 
producto extracelular, dializable, soluble en agua y termoestable a 120°C por 15 minutos (Faust, 
1982), producida en la fase de crecimiento exponencial (Ignoffo, 1972). Se han aislado de los 
serotipos: 4ac, 5, 7, 9, 10, 11, y 12 aunque su producción es menor que en el 1 (Carlberg, 
1973). Una característica de esta toxina es su amplio espectro de toxicidad, que comprende los 
géneros: Orthoptera, Coleóptera, Lepidóptera y Díptera principalmente (Wolfenbarger, 1972), 
además de la mosca doméstica (Dunn, 1960). 
Su modo de acción lo Investigó Sebasta y Horská en 1968, quienes mostraron que la 
exotoxina inhibe la ARN polimerasa dependiente de Escherichia co/i "in vitrd', Indicaron que 
dicha actividad es tóxica (de Barjac, 1976; Johnson, 1978 y Sebasta, 1968). Lam y Webster 
í i 
(1972), sugieren que bajas dosis causa la aparición de individuos morfológicamente anormales 
(Carlberg, 1973), Panda en 1971 estudió los efectos clastogénicos en plantas confirmando sus 
observaciones. Sin embargo Meretoja y Carlberg (1971) (Kahlconen, 1979 y Linnainmma, 1977), 
Thelestam (1972) (Carlberg, 1973), Kahkonen (1979) , Cantwell (1982) y por último Maree y 
col. en 1989, sostienen que éste compuesto no presenta actividad genotóxíca (Maree, 1989). 
2.4.3 5-endotox¡na 
Es de las toxinas más importantes producidas por Bacillus thuringiensis (Faust, 1982), es 
sintetizada en forma de protoxina durante el proceso de esporulación (idiofase) dentro de la 
célula vegetativa pero el mayor crecimiento ocurre durante las fases III y IV (Carlberg, 1973). 
Esta protoxina aparece como una inclusión cristalina, la mayoría de la veces se presenta en 
forma bipiramidal pero puede variar en forma y tamaño, dependiendo de los serotipos de la 
bacteria, es diferente en cuanto a su composición y cantidad de cadenas polipeptídicas, es 
termolábil y soluble en soluciones alcalinas, es hidrolizada a una forma activa por enzimas 
proteolíticas intestinales del hospedero, la susceptibilidad es dependiente de enzimas y serotipo 
(Faust, 1982). Vamamoto en 1981, realizó estudios bioquímicos del cristal y obtuvo péptidos de 
diferentes pesos moleculares un péptido de 135 Kda denominado P-1, el cual fue tóxico para 
Lepidópteros, y otro de 65 Kda denominado P-2, el cual atacó a dípteros, además de 
Lepidópteros (Rowe, 1987 y Youn, 1970), Butkoen en 1994, estudió la interacción de la 5-
endotoxina en las vesículas de fosfolípidos, indicó que la toxina se disipa por difusión a través 
de la membrana vesicular creando poros o canales permeables, dependiendo de las condiciones 
ácidas. El cuerpo paraesporal representa aproximadamente 1/3 del tamaño de la espora, esta es 
una característica constante en las especies de B. thuringiensis y única diferencia entre éste y B. 
cereus (Lüthy, 1980). 
Su mecanismo de acción es sobre la superficie de las células epiteliales del intestino, 
interactuando con lípidos específicos y provocando un efecto similar a sustancias tensoactivas 
(detergentes), rompe la membrana celular y causa citolisis (Faust, 1980). En 1982 Hofte, sugiere 
que la toxina induce la formación de poros en la membrana de las células epiteliales del 
intestino del insecto (Hofte, 1982) éstos cambios fisiológicos ocasionan que el insecto deje de 
alimentarse y muera (Faust, 1982). En el cuadro 4 se muestran los cultivos que son 
principalmente atacados por T. ni y H. virescens, y para los cuales se han obtenido excelentes 
resultados. 
Numerosos trabajos de genética se han desarrollado sobre la identificación de las 
proteínas del cristal, estructura de las mismas, así como los genes que las codifican. Se sugieren 
13 genes denominados Cry, los cuales han sido divididos en cuatro clases y varias subclases. En 
base a las características estructurales y de toxicidad, atacando Lepidópteros (I), Dípteros y 
Lepidópteros (II), Coleópteros (III) y Dípteros (IV) (Hofte, 1989). Por otra parte Kriegy col. en 
1987, presenta 3 patotipos: a) patotipo A, patógenos para Lepidópteros, b) patotípo B, 
patógenos contra Dípteros y c) patógenos para Coleópteros (Krieg, 1987 y Rowe, 1987). 
Cuadro 4. Cultivo afectados por Tríchoplusia ni y Heíiothis virescens susceptibles de ser 
controlados por Bacillus thurìngiensis 
Insecto Lepidòttero Plaga __ Nombre Común Cultivo 
















Heíiothis virescens Gusano del fruto Jitomate 
Garbanzo 
Tabaco 
Los insecticidas producidos a base de B. thuríngiensis como principio activo, se muestran 
en el cuadro 5. 
Cuadro 5. Formulaciones comerciales apartir de Bacillus thuríngiensis. 
Nombre comercial Compañía 
Beta exotoxina 
Biotoxksy bacillin All Union InsL Agr. Microbiol. (URSS) 
Eksotoksin Clavmikrobioprom (URSS) 
Toxobakterin Glavmikrobioprom (URSS) 
Delta endotoxina 
Agritol Merck & Co. (USA) 
ßaKtnane Rohm & Hass (USA) 
Bdctospeine Roger Bel Ion (Francia) 
Bathurin Chemapol-Biokyma (Checoslovaquia) 
Biospor Farbwerke Hoechst (Alemania) 
Biotrol BTB Nutrilite Prod (USA) 
Dendrobacillin Glavmikrobioprom (USA) 
Dipel Abbott Labs. (USA) 
Entobacterin Glarvmikrobioprom (USA) 
Insektin Glavmikrobioprom (USA) 
Parasporin Grain Proc. Lab. (USA) 
Scorcine LIBEC Laboratorie (Francia) 
Tnuynciede Sandoz-lnc (USA) 
2.5 METABOLISMO DE Bacillus thuríngiensis 
Bacfflus thuríngiensis presenta un comportamiento metabòlico complejo y algunos 
aspectos hasta la fecha son desconocidos. Su metabolismo básico es siguiendo las rutas: de la 
glucólisis, ciclo de Krebs y ciclo de glíoxícolato (Rowe, 1987). Rowe en 1990, demostró que las 
rutas de la valina, leucina e ¡ sol e u ci na funcionan como una unidad anfíbólíca de manera íntegra 
y ordenada. El metabolismo seguido por B. thuríngiensis se describe en tres pasos crecimiento 
vegetativo, fase de transición y por último la etapa de esporulación. 
2.5.1 Crecimiento vegetativo 
Es realizado a base de carbohidratos (Freese, 1976), aunque hay evidencias de que 
además ocurra catabolizaclón de aminoácidos (Anderson, 1990; Rowe, 1990 y Sakarova, 1984). 
El consumo de carbohidratos se realiza en un 93 -100% mediante la ruta de Embden-Meyer-
Parnas (EMP) y en escasas ocasiones se presenta la vía de pentosas fosfato, el comportamiento 
seguido se muestra en la figura 1 (Anderson, 1990 y Nickerson, 1974), donde se ha observado 
que el lactato es el metabolito que se produce en mayor proporción (Anderson, 1990). Otros 
reportes indican que existe un consumo simultáneo de carbohidratos y aminoácidos para la 
biosíntesis y obtención de energía, en este caso se acumula como producto mayoritario el 
acetato (Rowe, 1990). Sakharova y col. en 1984, fueron los primeros en reportar el crecimiento 
de B. thuríngiensis variedad galleríae usando a los aminoácidos (medio a base de extracto de 
levaduras) como fuente de carbono (Sakharova, 1984). Existen numerosos trabajos de los 
medios donde se desarrolla B. thuríngiensis entre ellos destaca materias primas de bajo costo 
como melaza y harina de camarón. 
2.5.2 Metabolismo de nitrógeno 
Es complejo y en su mayoría desconocido, éste se puede asimilar en forma de amonio o 
aminoácidos, las principales vías de asimilación pueden ser mediadas por las enzimas: alanina 
deshldrogenasa, glutamato deshidrogenasa, glutamato slntetasa y glutamina sintetasa (figura 2) 
las dos primeras son consideradas las más Importantes, ya que las células vegetativas y esporas 
presentan altas concentraciones de glutamato y alanina, en un 60% o más de aminoácidos 
libres. Posteriormente actúan como donadores de nitrógeno a otros metabolites por vía 
transa mi nación (Aroson, 1976). 
Figura 1. Comportamiento seguido por la bacteria durante la etapa de crecimiento vegetativo 
los números equivalen a la cantidad en m¡cromóles requeridos. 
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2.5.3 Fase de transición 
Esta ocurre a mitad de la fase logarítmica, al disminuir el flujo de la giucólisis, son 
utilizados los metabolitos intermediarios por la vía de ácido tricarboxílico y el ciclo de 
glioxicolato (figura 3). Puesto que B. thuríngiensis carece de la enzima a-cetoglutarato 
deshidrogenasa, no se completa el ciclo de Krebs, en su lugar se realiza el ciclo del ácido y-
aminobutírico produciendo finalmente el succinato y de esta manera retornar al ciclo de Krebs 
(Aroson, 1976). Debido al aumento del ácido y-a^inobutírico, éste se canaliza para la 
formación de polihidroxibutirato (PHB), que puede formar pequeños gránulos visibles al 
microscopio (Rowe, 1990). El ciclo de glioxicolato es muy importante ya que gracias a él se 
consume el acetato y se reemplazan los intermediarios C-4 removidos para biosíntesis de otras 
moléculas, en esta etapa el piruvato alcanza el punto máximo (Rowe, 1990). 
Figura 3. Rutas seguidas durante la fase de transición. 
2.5.4 Fase de esporulación 
Comienza con la formación del cristal paraesporal, al mismo tiempo en que se forma la 
pared de la preespora, la producción de exoproteasas disminuye (Rowe, 1987), desarrollándose 
el uso de PHB y aminoácidos que sirven como fuente de energía para la maduración de la 
espora y cristal, así como la lisis de la pared celular, la utilización del PHB depende de los 
niveles de aireación, presencia de potasio y el pH del medio. Esto se lleva a cabo siguiendo el 
ciclo de Krebs y glioxicolato mostrado en la figura 4. (Rowe, 1990). 
Figura 4. Pasos que se llevan a cabo durante la etapa de esporuladón. 
2.6 MEDIOS DE CULTIVO PARA BaciHus thuríngiensis 
Para la producción del complejo espora-cristal se han desarrollado una gran variedad de 
medios de cultivo, lo Importante para la selección del medio es que satisfagan las necesidades 
nutrícionales de la cepa a desarrollar, por ello es muy importante conocer el metabolismo de la 
bacteria. Debido a la habilidad que presenta B. thuríngiensis para desarrollarse en productos 
naturales o bien en materia prima de bajo costo, se encuentran los siguientes ingredientes o 
productos que pueden formar parte del medio de cultivo: como fuente de carbono se 
recomienda el uso de hexosas y no de pentosas debido al metabolismo que sigue y destaca 
entre ellas melaza (Foda, 1985; Galán, 1988 y 1990), almidón de maíz (Murga, 1983 y 
Pendleton, 1969), sacarosa, glicerol y glucosa (Smith, 1982); como fuente de nitrógeno tanto de 
origen animal como vegetal: la harina de maíz, harina de carne seca, harina de pescado, 
levaduras y/o peptona (extractos) (Dulmage, 1981); en cuanto a los requerimientos minerales se 
han considerado a los siguientes Mn+2, K+, Ca+2, Zn+2 (Nickerson y Bulla, 1974) y en algunos 
casos Cu+2 y Fe+2, se ha encontrado que la presencia de K2HP04 afecta a la producción y 
toxicidad (Foda, 1985). La selección de las fuentes nutritivas se lleva a cabo bajo 
consideraciones económicas principalmente. 
Se han utilizado una gran variedad de medios, Dubois en 1968, describe un medio que 
contiene como fuente de carbono dextrosa 2.0 g, como fuente de nitrógeno: bactopeptona 
2.0g, (NH4)3S04 3.0g y como trazas minerales K2HP04 17.4 g, MgS04 0.03 g; CaCl2.H20 18 
17 
mg, FeS04.7H20 0.75 mg, CuS04.5H20 7.5 mg, ZnS04.7H20 7.5 mg y MnS04.4H20 40 mg 
en litro de agua destilada (Dubois, 1968). 
Dulmage en 1970, reportó el aislamiento de B. thuringiensis HD-1 var. kurstaki, en un 
medio de dextrosa 5.0 g, extracto de levadura 2.0 g, K2HP04 1.0 g, harina de semilla de 
algodón 1.0 g y harina de soya 1.0 g por litro de agua destilada, con ello se obtuvieron altos 
niveles de producción de 6-endotoxina (Dulmage, 1970). Otros de los medios probados por 
Dulmage en 1971, fueron aquellos en los que utilizaron distintas fuentes de carbono y nitrógeno 
tales como triptona, proflo, harina de soya, algodón de maíz, extracto de levadura y 
bactopeptona. En 3 especies de B. thuringiensis una. de la variedad a/es*/(serotipo 3a) y dos de 
la variedad kurstaki (serotipo 3a, 2b), se observó que la producción de S-endotoxina y la 
actividad insecticida varía ampliamente dependiendo del serotipo y medio en cual se desarrolla 
(Dulmage, 1971). 
Las materias primas han sido tan variadas que Nagama y col., reportan un medio de 
cultivo sólido que consiste en nuez molida y polvo de médula de tamarindo con el propósito de 
obtener un producto con alto nivel de esporulación (Salama, 1990). 
Dulmage y de Barjac, en 1973, utilizaron un aislado de B. thuringiensis HD-187 serotipo 
5 (5a5b), el cual produce rendimiento superior a los anteriores de 8-endotoxina, al utilizar tres 
medios cuya composición es la siguiente: todos contienen en común peptona 0.2 %, glucosa 
1.5 %, extracto de levadura 0.2 % y sales minerales, el denominado medio B-4 contiene además 
harina de semilla de algodón al 1 %, el B-4b al 2 % y por último el B-8 al 2 % además de 
líquido de remojo de maíz por litro de agua destilada. El producto obtenido tuvo una actividad 
de 2x109 Unidades Internacionales (Ul) por litro de caldo cosechado y el producto presentó 
una potencia de 200,000 Ul/mg (Dulmage y de Barjac, 1973). 
Scherrer y col. en 1973, estudiaron concentraciones de 0.1 a 0.6 % de glucosa en un 
medio que contenía extracto de levadura y sales, observaron que la longitud del cristal 
presentando un incremento de 0.2 a 0.5pím, sin afectar el tamaño de la espora y toxicidad 
(Scherrer, 1973). 
En 1980 Couch y Ross, recomendaron la utilización de productos naturales como 
productos de maíz hidrolizados, almidón y dextrosa como fuente de carbono y como nitrógeno 
líquido de remojo de maíz, levadura autolizada, harina de pescado, harina de semilla de 
algodón, harina de soya y caseína, con los cuales se puede reducir el costo del medio (Couch, 
1980). 
Por su parte Colberg y col. en 1980, optimizaron un medio de cultivo a escala semipiloto 
en fermentadores de 500 litros de capacidad con glucosa 30.0 g, peptona de soya 20.0 g, 
extracto de levaduras 4.5 g, líquido de remojo de maíz 5.0 mi y sales minerales KCI, 
(NH4)2S04, H2P04, MgS04, CaCl2.H20, FeS04.7H20, CuS04.5H20, ZnS04.7H20, 
MnS04.4H20 por litro de agua destilada, las condiciones del proceso fueron las siguientes 
temperatura 32°C, aireación 0.3 W M , agitación de 120 a 160 rpm, pH de 6.2 a 7.4, tiempo 
60h y finalmente se obtuvo una producción de 4x109 UFC/ml (Golberg, 1980). 
Lüthy y Ebersold en 1981, utilizaron un medio formulado con ingredientes de bajo costo 
como: harina de soya (35.0 almidón de maíz (12.15 g/l), extracto de malta (2 ^l), 
K2HP04.2H20 (1.3 g/l), MgS04.7H20 (0.2 g/l), CaCI2.2H20 (0.08 g/l) y MnS04.7H20 (0.08 
el pH se ajustó a 7.2 y la esporulación total se llevó a cabo en menos de 48 horas (Lüthy, 1981). 
Mal donad o en 1981, fué de los primeros en recuperar cepas de B. thuríngiensis nativas 
de la región de Nuevo León, recuperadas de suelo a las que denominó GM, posteriormente 
Castro (1982) y Murga (1983), estudiaron estas cepas. Por su parte Maldonado se abocó a la 
cepa GM-1 observó que al cultivarse en jugo de agave y harina de soya al 1%, la potencia 
presentada hacia T. niiwé de 10,900 Ul/mg (Maldonado, 1981), en 1982 se encontró que al 
probarse la cepa GM-1 en medio de cultivo sin CaC03, con melaza y jugo de agave la toxicidad 
hacia larvas de S. frugiperda fue de 44% y para T. /w la potencia más alta de 14,500 Ul/mg (en 
medios con CaC03), Murga estudió las cepas GM-1 y GM-2, en 14 medios donde varió la 
fuente de carbono, 8 con jugo de agave a 1°Brix (0.1 y 2%) y 6 con melaza al 2%, se varió 
además la concentración de harina de soya, líquido de remojo de maíz, agua de cocimiento de 
levadura (ACL), CaC03, y sales minerales. Se realizaron pruebas de toxicidad y se encontró que 
los medios que contenían harina de soya, ACL y sales presentaban valores de actividad tóxica 
más alta contra T. ni(32%) y con jugo de agave, harina de soya, ACL, y sales contra H. virecens 
(28%). La cepa GM-1 en los mismos medios presentó una actividad de 100% (Castro, 1982; 
Maldonado, 1981 y Murga, 1983). 
Salama y col. en 1983, proponen el uso de subproductos agrícolas e industriales que 
incluyen harina de semilla de algodón, harina de pescado, líquido de remojo de maíz, levadura 
de forraje, sangre de res, subproductos secos de aves, suero de queso, semillas de leguminosas 
como frijol de soya, garbanzo, habas, cacahuates y lentejas. Se utilizaron medios que contenían 
como fuente de carbono glucosa (6.0 g/l), extracto de levadura (2.0 g/|), K2HP04 (4.3 g/l), 
CaC03 (2.0 g/l) y sales minerales en 2 % en los que se inocularon cepas de B. thuríngiensis 
variedades kurstakiy entomicidus, resultando que la mezcla de éstos productos con la levadura 
de forraje propició cuentas más altas de esporas con respecto a los se les añade sangre de res, 
en cuanto a las leguminosas, presentaron alta producción de esporas, en especial para 
Entomicidus contra Spodoptera fitoraíis. Por lo que respecta a B. thuríngiensis es alta su 
toxicidad contra Heiiothis armígera (Salama, 1983). 
Arcas y col. en 1984, reporta para la cepa HD-1 un rendimiento de masa celular de 75% 
en almidón y glicerol (Arcas, 1984). 
Dharmsthini y col. en 1985, observaron que se obtiene buena esporulación y toxicidad 
hacia larvas de Aedes aegypti y Cuiex quinquefasciatus al desarrollarse B. thuríngiensis y B. 
sphaerícus en un medio de subproducto hidrolizado de la factoría de gjutamato monosódico al 
4 y 7 %, reduciendo el costo del medio a $ 7.05 dólar y $ 11.67 respectivamente, lo cual hace 
factible el proceso comercial (Dharmsthiti, 1985). 
2.7 RECUPERACIÓN DEL CRISTAL INSECTICIDA 
La recuperación de la fracción tóxica es el paso más importante en la elaboración del 
bioplaguicida, en el caso de BaciHus thuringiensis se han utilizado las siguientes metodologías: 
deshidratación, liofilización, precipitación lactosa-acetona y aspersión (Galán y col., 1993). 
2.7.1 DESHIDRATACIÓN 
El proceso de deshidratación involucra la eliminación de agua, con el propósito de 
reducir la humedad final del ingrediente activo (cristal), esto ayuda a que no se desarrollen otros 
microorganismos además de hacer más eficiente el transporte y almacenamiento del producto 
(Barack, 1988). 
2.7.2 LIOFILIZACIÓN 
La liofilización implica la utilización de lactosa, lo cual incrementa el volúmen pero su 
alto costo la hace inaccesible sin embargo presenta la estabilidad del complejo espora-cristal, 
(Betz, 1990 y Ohba, 1990). 
2,7.3 PRECIPITACIÓN LACTOSA-ACETONA 
La precipitación lactosa-acetona es la más utilizada para la extracción de B. thuringiensis, 
la cual se eficientiza más al centrifugarla antes de resuspender el sólido en solución de lactosa y 
posteriormente con acetona, para la obtención del complejo (Dulmage, 1970). 
2.7.4 ASPERSIÓN 
El método de aspersión consiste en una separación mecánica mediante la centrifugación 
seguida de un proceso térmico como el secado. Esta se adapta a fluidos con alto contenido de 
humedad y que presenten sensibilidad al calor (Galán, 1993; Medrano, 1987; Valenzuela, 1987 
y Van, 1992). 
2.8 PRUEBAS DE TOXICIDAD Y ESTANDARIZACIÓN 
La potencia de BaciHus thuringiensis como un bioinsecticida puede ser determinada por 
varios métodos: 1) Rocket inmunológico, 2) Células de insectos, 3) Bioensayos en insectos, esta 
úitima es la forma más recomendable, ya que se realiza directamente sobre una población de 
insectos estandarizada (Galán, 1993). 
En productos microbianos, el ingrediente activo lo constituyen las esporas y el cristal, 
debido a que este producto no puede ser pesado ya que la cantidad de impurezas es elevada y 
puede variar de una fermentación a otra, y sabiendo además que el peso de las esporas o 
cristales no Indican la cantidad de biocida presente, es por ello que solo através de bioensayos 
se puede determinar la susceptibilidad del insecto plaga en análisis y la potencia del producto. 
Existen varios métodos para la realización de bioensayos, los de contacto que matan 
todos los estadios de Insectos por exposición directa con sus superficies corporales, así como 
aquellos que se incluyen en la dieta para posteriormente ser ingeridos por el Insecto a probar 
(Burges, 1971). 
Stemohous y Jerrel en 1950, estimaron las siguientes características: 1) Especificar la 
variedad y origen del aislado utilizado, 2) Medir la actividad por medio de un bloensayo, ya que 
resulta inadecuada la cuenta de esporas, y 3) Estudiar la producción de la 5-endotoxina como 
efecto de fermentación. 
Spllttstoesser y McEwen sugirieron que los bioensayos a la 8-endotoxlna podían ser 
mejorados si la toxina fuera administrada a los Insectos-prueba incorporándola a la dieta 
artificial, debido a que B. thuringiensis actúa como insecticida estomacal que requiere ser 
ingerido para que se presente su actividad (Dulmage, 1970 y 1976). 
En un esfuerzo por conocer la unidades más apropiadas para medir la actividad 
insecticida de las cepas patógenas, se vió la necesidad de compararlo con una previamente 
caracterizada. En Wegeningen, Holanda, se recomendó la formulación E-61 la cual contiene la 
6-endotoxlna de B. thuringiensis, que fue preparada por el Instituto Pasteur en París, Francia, y 
adoptada como estándar primarlo de referencia internacional asignándole una potencia de 
1,000 Unidades Internacionales (Ul/mg) (Burgeron, 1977 y Dulmage, 1971). 
En 1972, en Brownvllle, Texas, representantes de tres productos bioinsecticidas en 
Estados Unidos (International Minerals and Chemical Corporation, Nutrilite Products, Inc., 
Agricultural and Veterinary Products Division, Abbot Laboratories) proponen la 
estandarización de la 8-endotoxina de B. thuringiensis mediante bioensayos contra Trichoplusia 
ni a fin de compararlo con un material estándar Internacional, expresándose como Unidades 
Internacionales. De esta manera surge la formulación HD-1-S-1971, que fue adoptada como 
referencia primaria la cual presenta una potencia de 18,000 Ul/mg (Burgeron, 1977; Dulmage, 
1973 y 1975). 
En 1980, cinco laboratorios diferentes se unieron para realizar bioensayos al producto 
procedente de HD-1-S-1971, y lo adoptaron bajo el nombre HD-1-S-1980 con 16,000 Ul/mg 
de potencia, que es el estándar que rige en la actualidad (Beegle, 1979; Dulmage, 1977 y 
Calán, 1993). 
MATERIALES Y METODOS 
3.1 Selección de extractos 
3.1.1 Procedencia 
La colección Internacional de bacilos entomopatógenos de la Facultad de Ciencias 
Biológicas de la Universidad Autónoma de Nuevo León cuenta con aproximadamente 4,000 
extractos de fermentación almacenados, cerca de 3,000 de ellos corresponden a cepas HD y el 
resto a GM. Las condiciones de fermentación bajo las cuales se obtuvieron dichos extractos se 
encuentran detalladas en tarjetas de archivo. Estas condiciones incluyen parámetros de: 
aireación, agitación, composición del medio de cultivo, volúmen utilizado, tipo de fermentador, 
métodos de extracción del complejo espora-cristal: precipitación lactosa-acetona, caldo 
recuperado y secado por aspersión, así como la actividad insecticida contra diversos insectos 
plaga. Actualmente los extractos se encuentran en forma de polvo seco, con diferentes tiempos 
de almacenamiento. Estos constituyeron la base para la selección de los extractos en esta 
investigación. 
3.1.2 Parámetros de selección 
A fin de seleccionar los extractos más tóxicos se revisaron 1,215 tarjetas correspondientes 
a la clave HD. Actualmente depositadas en la CIE, la selección se realizó en base a las siguientes 
características: 
i)Que los datos de archivo sean lo más completos posibles, en cuanto a las condiciones de 
desarrollo del proceso y al método de obtención del extracto. 
¡^Existencia y disponibilidad del extracto. 
¡i¡)Que presentaran valores de potencia superior al estándar comercial contra los insectos plaga 
designados (Trichoplusia ni y Hefiothis virescenÉ). 
iv)Que los valores de producción con los que se obtuvieron fueran superiores a 14 g l , que son 
los índices más altos obtenidos en la planta de fermentación. 
v)Serotipo y serovariedad a la cual pertenece. 
vi)Composición del medio de cultivo utilizado. 
3.1.3. Extractos seleccionados 
Los extraaos se seleccionaron en base a los 6 lineamientos anteriores, mediante 
muestreo sistemático, éstos se presentan en el cuadro 10; a los mismos se les determinó la 
actividad insecticida actual mediante bioensayos contra los insectos plaga Trichoplusia ni y 
Heliothis virescens. 
3.2 Estudio de toxicidad de los «¿tractos 
3.2.1 Características del experimento 
Las condiciones en que se llevó a cabo el bioensayo se muestran en el cuadro 6. Se 
pesaron 250 mg de extracto almacenado y se aforaron a 50ml con agua destilada para preparar 
la solución stock de una concentración de 5 mgfrnl, se añadió además 0.1 mi de anti-
espumante Dow Cornig al 20 % . De aquí se tomaron 1.25 y 12.5 mi para obtener 
concentraciones de 50 y 500 n^ml respectivamente en un volumen final de 125 mi al 
mezclarse con dieta Shorei modificada (Cuadro 7), necesaria para el crecimiento de los insectos 
plaga a probar, la cual se distribuyó en 25 copas de plástico, se dejaron secar por 2 h a 
temperatura ambiente y posteriormente se infestaron con una larva neonata del primer instar 
por copa, se cubrieron con una tapa y se introdujeron en bolsas de papel las 25 copas 
correspondientes a cada concentración. Se incubaron de 25 - 27QC con una humedad relativa 
de 55 %, por 7 días según lo establecido por Dulmage, 1970; Orlin, 1977; Moroes, 1978. 
Posteriormente se determinó el porcentaje de mortalidad de los extractos correspondientes. Se 
empleó un control positivo representado por la dieta suplementada con una concentración 
determinada del estándar comercial y uno negativo con la dieta y como testigo la dieta con el 
anti-espumante (Frosty Sullivan,1990). 
Cuadro 6. Condiciones experimentales en que se realizó el estudio de toxicidad de extractos. 
Elementos Valores 
Extractos insecticidas 7 
Dosis probadas 50 y 500 fJ^ml 
Insectos probados Trichopíusia ni 
HeHothis virescens 
Condiciones de incubación Temperatura 30 °C 
Humedad relativa 55 % 
Tiempo de observación 7 días 
Repeticiones 3 
Unidad experimental 1 copa 
Tamaño de muestra 25 unidades 
3.2.2 Determinación del índice de mortalidad 
La fórmula utilizada para obtener el grado de mortalidad de acuerdo a Dulmage 
1970 y 1973 es la siguiente: 
% de Mortalidad = (I.M. / I.T.) x 100 
Donde: I. M. = Insectos muertos 
I. T. = Insectos totales 
y col. 
Se determinaron además el promedio de tres repeticiones, así como su correspondiente 
coeficiente de variación, con esto se procedió a seleccionar aquellas cepas que guardaban 
toxicidad después de haberse almacenado a lo largo de 15 años o más y que todavía 
presentaban actividad insecticida. 
Cuadro 7. Composición de la dieta Shorei modificada. 
Componentes Cantidad (g/l) 
Harina de soya 71.10 
Germen de trigo 31.10 
Sal Wesson 10.60 
Sacarosa 13.60 
Acido sórbico 1.00 
Metil-d-hidroxibenzoato 1.60 
Acido ascòrbico 4.26 
Agar-agar 15.70 
Soluciones (mi) 
Acido acético al 25 % 12.00 
Formalina al 10 % 4.40 
Cloruro de colina al 15 % 7.30 
Solución vitamínica 3.50 
Agua destilada 1000.00 
Solución vitamínica 
Pantoteato de calcio 12.00 
Niacina 6.00 
Riboflavina 3.00 




Vitamina B-12 25.00 
3.2.3 Análisis estadístico 
Los resultados de mortalidad de dichos extractos se sometieron al análisis de varianza 
bajo el diseño completamente al azar mediante el paquete Stat grafic 2 para una computadora 
personal 386 Nec/MultiSync 2A. 
3.3 Optimización del medio de cultivo 
3.3.1 Fuente de carbono 
Bacillus thuringiensis lleva a cabo su crecimiento vegetativo principalmente apartir de 
carbohidratos, el metabolismo de azucares es por la ruta de Embden-Meyerhof-Pamas (EMP) 
fluctuando entre el 93 y 100 % según Nickerson, 1974 y Anderson, 1990. Se ha observado una 
marcada preferencia por las hexosas es por ello que se eligió a la dextrosa y melaza como 
fuentes de carbono, la primera, debido a que originalmente el extracto fué producido en esa 
fuente y la segunda, por que es una materia prima disponible en la región, se han obtenido 
buenos resultados y además es sumamente económica (Palacios, 1993; Calán, 1993). 
3.3.2 Fuente de nitrógeno 
El metabolismo del nitrógeno es poco conocido y más complejo que el de carbohidratos. 
Este puede ser asimilado en forma de amonio y aminoácido, Aronson (1976) reportó que las 
principales vías de asimilación podrían ser mediadas por enzimas entre las que se encuentran: 
alanina deshidrogenasa, glutamato deshidrogenasa, gl uta mato sintetasa y glutamina sintetasa. La 
fuente de nitrógeno estuvo representada por la harina de soya (rica en aminoácidos y otros 
materiales), as» como los cofactores por el líquido de remojo de maíz, que contiene nitrógeno y 
proteínas, la proporción que se utilizaron fueron de 10 y 20 g/l respectivamente, en los medios 
de cultivo diseñados. 
3.3.3 Diseño experimental 
Los factores probados como fuente de carbono fueron, melaza o dextrosa, fuente de 
nitrógeno harina de soya y como cofactores el líquido de remojo de maíz. 
Cuadro 8. Composición de los medios de cultivo utilizados para las cepas más tóxicas de la 
colección. 
CLAVE DEL MELAZA DEXTROSA L.R.M. H. S. 
MEDIO (fí/l) <fi/0 W ) (g/l) 
E- 1 20 10 20 
E- 2 - 1.5 20 10 
E- 3 30 - 15 15 
E- 4 20 - 10 15 
E- 5 - 1.0 10 10 
E- 6 10 - 10 15 
E- 7 10 - 10 10 
E- 8 10 - 10 20 
E- 9 10 - 20 10 
E-10 10 - 20 20 
E-11 30 - 10 10 
E-12 30 - 10 20 
E-13 30 - 20 10 
E-14 30 - 20 20 
L.R.M. : Líquido de remojo de maíz. H .S . : Harina de soya y (g/l): gramos por litro. 
En el cuadro 8 se muestra la composición de los 14 medios de cultivo probados, los seis 
primeros reportados por Palacios y col.* como adecuados, así como factibles para el desarrollo 
de B. thuringensis, los 8 restantes proceden de un arreglo factorial de 23 utilizando 2 niveles 
representados por concentraciones de: a) 10 y 20 gfl y b) 10 y 30 g/l y los 3 factores 
corresponden a las fuentes de carbono, nitrógeno y cofactores. A los medios de cultivo se les 
adicionó 1 g/l de CaC03 como amortiguador de pH. 
* : Trabajo en prensa 
3.3.4 Selección del medio de cultivo 
3.3.4.1 Activación de la cepa 
A los extractos seleccionados por el 
metodología propuesta por Vandekar, 1983: 
método estadístico fueron activados siguiendo la 
1. Se pesó 0.1 g del extracto almacenado y se diluyó en 9.9 mi de H 2 0 destilada estéril a un 
pH=7.0, posteriormente se pasteurizó a 80 °C por 10 minutos. 
2. Se procedió a sembrar en cajas con agar nutritivo a pH=7.0 en cuatro cuadrantes, se 
incubaron a 30 °C de 24 a 48 horas. 
3. Aquellas colonias puras cristalíferas se seleccionaron y sembraron en tubos con agar nutritivo 
inclinado incubándose para su crecimiento, posteriormente se almacenaron a temperatura de 
refrigeración. Al momento de utilizarse se activaron (por triplicado) para la realización de 
estudios. 
3.3.4.2 Preparación del inóculo 
Una vez activada la cepa, se tomaron varias asadas y se inocularon 3 matraces 
Erlenmeyer de 250 mi de capacidad, los cuales contenían 50 mi de caldo triptosa fosfato (CTP), 
a pH=7.0, estos se mantuvieron en agitación a 200 rpm en un agitador rotatorio (Controlled 
Environment Incubator Shaker, New Brounswick Scientific) durante 18 h a 30 °C Solomons, 
1967. 
3.3.4.3 Propagación 
Se tomó el 1 % (VAO como inóculo del medio CTP para sembrarlo en los 14 medios de 
cultivo designados (por triplicado), que estaban contenidos en matraces Erlenmeyer de 500 mi 
de capacidad con 100 mi de dichos medios, se mantuvieron en agitación a 200 rpm a 30 °C en 
el agitador rotatorio durante 10 horas. 
3.3.4.4 Determinación de la cinética de crecimiento 
Se tomaron alícuotas de 3 mi al inicio y final del proceso a las cuales se les determinó lo 
siguiente: 
1.Se realizaron observaciones microscópicas cada 12 h a los medios de cultivo y después de 48 
h cada 6 horas para determinar el final del proceso al observar el 80 % de la formación 
espora-cristal. 
2.Medición de pH : se colocaron 3 mi de cada muestra en 10 mi de agua destilada de pH =7.0 
para medir el pH resultante utilizándose un pHmetro marca Beckman. 
3.Determinación de azucares: se analizó por el método del acido 3,5-dinitrosalicílico (DNS). Las 
muestras recuperadas durante el transcurso de la fermentación se almacenaron a temperatura 
de congelación, al momento de llevar a cabo la determinación se descongelaron y 
centrifugaron a 3,000 rpm por 15 minutos, del sobrenadante se tomó 1 mi, el cual se 
depositó en un tubo de ensaye, luego se le agregó 1 mi del reactivo DNS, se calentó en un 
baño de agua por 5 minutos, transcurrido ese tiempo se pasaron a un baño de hielo se les 
adicionaron 2 mi de agua destilada fría y se agitaron. Posteriormente se realizaron lecturas de 
absorbancia en el espectrofotómetro modelo 690 marca Sequoia-Turner Corporation a una 
longitud de onda 540 nm (Palacios, 1993). 
3.3.4.5 Recuperación del complejo espora cristal 
Se utilizó el método de precipitación lactosa-acetona propuesto por Dulmage (1970), en 
el cual se ajustó a pH=7.0 con HCI 1N el cultivo, después se centrifugó a 10,000 rpm durante 
20 minutos, subsecuentemente se decanto y se pesó el precipitado con una relación de 1:1.71 
se resuspendió éste en lactosa al 5 %. Se agitó por 30 minutos, se dejó reposar 10 minutos y a 
éste volumen se le añadió acetona en proporción de 1:3.4 agitando 30 minutos, una vez 
concluido esto se filtró al vacío utilizando un papel filtro Whatman No. 1, el filtrado fue secado 
y raspado para recuperarlo, se pulverizó con ayuda de un mortero y se pesó para cuantificar así 
la producción y rendimiento obtenido. El extracto se guardó en frascos de plástico con tapa a 
condiciones ambientales, para después determinar: número de esporas viables, así como 
bioensayos que permitieron analizar su potencia y toxicidad. 
3.3.4.6 Determinación de producción 
Se obtuvo utilizando la siguiente fórmula: 
Producción =» Peso de extracto seco (g) 
Volumen de cultivo (mi) 
Este resultó un parámetro básico que se utilizó junto con la toxicidad para la selección 
del medio de cultivo. Se realizaron análisis de varianza bajo un diseño completamente al azar. 
3.3.4.7 Conteo de esporas 
El conteo se llevó a cabo de la siguiente forma: 
1. Del extracto recuperado se hizo una dilución de 0.1g en 9.9 mi de agua destilada estéril a 
pH=7.0 
2. Se pasteurizó a 80 °C por 10 minutos y se efectuaron una serie de diluciones de 10"3 hasta 
10*. 
3. Posteriormente se sembraron por difusión 1 mi de las diluciones en placas de agar nutritivo 
estéril, con pH=7.0, se incubaron a 30°C por 24 horas. 
4. Finalmente se efectuó un recuento de las unidades formadoras de colonias (U.F.C./g). 
3.3.4.8 Determinación del coeficiente de rendimiento celular en base al sustrato (Yx/s) 
Este parámetro se determinó a cada experimento através de la cuantificación de la 
biomasa celular y del consumo de azucares reductores según la fórmula: 
Yx/s = X - Xo 
So-S 
Donde : 
Yx/s ¡Coeficiente de rendimiento celular en base al sustrato (g/g). 
X ¡Concentración final de la biomasa celular (gl). 
Xo ¡Concentración inicial de la biomasa celular (g/l). 
S :Concentración final de azucares reductores (g/l). 
S .-Concentración inicial de azucares reductores (g/l). 
Para estimar la biomasa celular (gl) se consideró el peso de una célula del género de 
Bacillus thuringiensis que es de 2.295 x 10"9 g y el número de esporas presentes en el extracto 
recuperado (U.F.C./g), para finalmente determinar los gramos de células secas (rendimiento) 
obtenidos. 
3.3.4.9 Bioensayos de los extractos a nivel matraz 
A los extractos recuperados se les probó su actividad insecticida con larvas neonatas de 
Trichoplusia ni. Se determinó el porcentaje de muerte a concentraciones de 50 y 500 mi y 
para calcular la concentración necesaria para eliminar la mitad de la población, se probaron 7 
dosis con las siguientes concentraciones : 50, 45, 35, 25, 15, 5 y 1 /J^ml, para posteriormente 
determinar la potencia (Dulmage, 1973). 
3.3.4.10 Determinación de potencia 
Se determinó el porcentaje de mortalidad a cada una de las concentraciones, se 
sometieron a un análisis de regresión procedentes del paquete Problt para determinar la dosis 
letal media (DL50) de la población probada ( Dulmage, 1973). Una vez conocido éste valor se 
determinó la potencia mediante la fórmula : 
U.L/ng = D.L.sn del estándar x U. I. del estándar 
D . L ^ de la muestra 
Donde: 
U-Ung : Unidades Internacionales por microgramo de muestra. 
D.L.so : Dosis Letal media (en mlcrogramos por mililitro). 
U.l. del estándar HD-1-S-1980: 16,000 U. I. 
3.3.5 Toxicidad comparativa de las cepas seleccionadas 
Finalmente los resultados de toxicidad presentados por los extractos recuperados 
procedentes de los medios de cultivo, se sometieron al análisis de varianza para evaluar el 
efecto de la misma en relación a los medios y para determinar la toxicidad entre las cepas se 
realizó una prueba de t Student's. 
3.4 Evaluación y selección de una cepa altamente tóxica 
3.4.1 Consumo de materia prima 
Con los resultados obtenidos en la determinación de azucares reductores, al Inicio y final 
del experimento, se determinó el consumo de la fuente de carbono por las cepas en cada 
medio, realizado esto se sometieron los resultados al análisis de varianza y se clasificaron de 
acuerdo a su utilización de esta fuente (Zar, 1984). 
3.4.2 Parámetros de producción 
Determinada la producción, productividad y rendimiento en los medios de cultivo 
probados por las cepas, se realizó el análisis de varianza, para determinar la existencia de efecto 
de los parámetros arriba mencionados en relación a los medios de cultivo y mediante la prueba 
de comparación de medias, la selección de aquellos que presentaran mayores ventajas para el 
escalonamiento a nivel fermentador de 14 litros. 
Para la selección de la cepa se consideró el nivel de producción, obtenido de la razón de 
la producción y la DL50/ a los valores más altos de dicho factor se les midió el consumo de la 
materia prima así como el costo y de ésta manera se seleccionó al que lo hiciera más factible a 
escalar. 
3.5 Producción a nivel de fermentador de 14 litros. 
3.5.1 Preparación del inóculo 
Se realizó de la misma manera que el experimento a nivel matraz (Dulmage, 1971). 
3.5.2 Propagación 
Del medio CTP se tomó el 1 % (V/V) para sembrarlo en 3 matraces Erlenmeyer de 500 
mi de capacidad con 100 mi del medio de cultivo seleccionado estéril, se mantuvieron en 
agitación a 200 rpm a 30 °C en un agitador por 18 horas, posteriormente se inoculó un 
volúmen de 100 mi al fermentador de 14 litros el cual contenía un volúmen de operación de 7 
litros de medio de cultivo seleccionado más 50 mi de antiespumante Dow-Corning al 20%. De 
este se tomó una alícuota para determinar el número de células con las que se inició del 
proceso. 
3.5.3 Medio de cultivo utilizado 
El medio se seleccionó en base a los resultados generados en el experimento a nivel 
matraz, a éste se le determinó azucares reductores presentes y pH, durante el proceso. 
3.5.4 Condiciones a nivel fermentador 
En el cuadro 9 se muestran las condiciones en las que se llevó a cabo la fermentación, 
éstas se eligieron en base a estudios realizados por Palacios, 1991 y Galán, 1993, se considero al 
mejor tratamiento para la producción de bioinsecticida a esta escala de acuerdo a análisis 
estadísticos. 
Cuadro 9. Condiciones a nivel fermentador 14 litros para la producción de la 5-endotoxina de 






0.75 W M 
500 rpm 
7.0 - 8.0 
30 °C 
W M = Volumen de aire por volumen de medio por minuto 
rpm - revoluciones por minuto 
° C = grados centígrados 
Los experimentos se realizaron en 3 fermentadores de 14 litros de capacidad de marca 
New Brunswick Scientific Co. Inc. Modelo MF-114. 
3.5.5 Cinética del cultivo 
Se tomaron alícuotas de 5 mi durante el desarrollo del proceso y las cuales se les 
determinó 
1. Frotis consecutivos cada 2 h para observar el desarrollo de la cepa hasta finalizar la 
esporulación. 
2. Medición de pH: este se midió con electrodo tipo Ingood implantado al fermentador durante 
todo el proceso. 
3. Determinación de azucares: se analizaron por el método del ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS). 
3.5.6 Recuperación del complejo espora-cristal 
Se utilizó el método de precipitación lactosa-acetona propuesto por (Dulmage,1970) el 
cual se explicó con anterioridad. 
3.5.7 Determinación de parámetros de producción 
La producción, el rendimiento, la productividad se determinaron de la misma manera 
que a nivel matraz utilizando para ello las formulas anteriormente ya señaladas. 
3.5.8 Bíoensayos de los extractos, conteo de esporas, y determinación del coeficiente de 
rendimiento celular en base al sustrato (Y x/s). 
Estos se realizaron siguiendo la metodología aplicada a nivel matraz. 
3.5.9 Demanda biológica de oxígeno 
La demanda biológica de oxígeno (Na) se determinó por el método de Humprey y col. 
(1976), que consiste en eliminar durante el proceso la aireación y prácticamente la agitación, en 
éste momento la concentración de oxígeno disuelto se detectó en función de la concentración 
de células de Baa'Hus thuringiensis presentes, al graficar la disminución del porcentaje de 
oxígeno disuelto contra tiempo en segundos, el valor de la pendiente representa el 
requerimiento de oxígeno expresado como Na en gramos de oxígeno por litro de medio de 
cultivo por hora (Medrano, 1992 y Wang, 1979). 
3.5.10 Velocidad específica del consumo de oxígeno 
Para BaciHus thuringiensis el Q02 es un parámetro importante de fermentación, el cual 
representa la velocidad específica del consumo de oxígeno expresado como g de oxígeno /g de 
células secas por hora. Este se determinó en razón a la demanda de oxígeno (Na) entre los 
gramos de células secas existentes en cada litro de medio de fermentación (Demaín, 1986). 
3.5.11 Coeficiente volumétrico de transferencia de oxígeno (Ku) 
La medición de este parámetro se realizó mediante el método dinámico de Humprey 
(1967), el cual se basa en la variación de la concentración del oxígeno disuelto con respecto al 
medio que es igual a cero. Sin embargo, al realizarlo en cultivo intermitente es de suponer que 
esta situación no es así. Para establecer una metodología sencilla de medición se dividió el valor 
de Na determinado anteriormente entre el gradiente de concentración de oxígeno (Q-C*), que 
prevaleció durante la medición con la presencia de células, obteniéndose finalmente el 
coeficiente volumétrico de transferencia de oxígeno expresado como KLa=h*1 (Moresi, 
1988 y Crueger,1989). 
RESULTADOS 
4.1. Selección de extractos 
De la revisión realizada a los archivos de la colección internacional de bacilos 
entomopatógenos (CIE), se seleccionaron 25 extractos dave HD superiores en actividad tóxica al 
estándar comercial, considerados como los mejores y de éstos se eligieron 7 en base a los 
criterios señalados anteriormente (Sección 3.1.2), los cuales se muestran en el cuadro 10. 
Cuadro 10. Características de los extractos seleccionados de la colección internacional de 
bacilos entomopatógenos para el control biológico de T. niy H. virescens. 
Extracto Cepa Serotipo Tipo de Produc- Potencia Potencia 






FR55C44 187 3a3b 
kurstaki 
k-73 30.87 87,000 Nd 
FR84C40 1 3a3b 
kurstaki 
k-1 30.80 775,000 588,000 
FR85C25 164 3a3b 
kurstaki 
k-1 26.10 1;510,000 825,000 
FR208F36 263 3a3b 
kurstaki 
k-1 43.00 62,900 1; 540,000 
FR215A42 1 3a3b 
kurstaki 
k-1 Nd 587,000 1; 730,000 
FR215F42 1 3a3b 
kurstaki 
k-1 Nd 754,000 1;270,000 
FR246C36 73 3a3b 
kurstaki 
k-73 26.00 38,400 55,400 
* Nd : no determinada, U. I. : Unidades internacionales. 
4.2. Estudio de toxicidad de los extractos 
A los extractos seleccionados se les determinó su actividad insecticida después de 15 
años de almacenamiento. Esto se realizó mediante bioensayos, los resultados se muestran en el 
cuadro 11. Para observar el efecto de los extractos, los porcentajes de mortalidades fueron 
sometidos al análisis de varianza donde se determinó que existen diferencias en el 
comportamiento insecticida de los extractos (cuadro 1A), en cuanto a la comparación de medias 
(Tuckey), Zar, 1984, se observaron 4 grupos las cuales se muestran en el cuadro 12; en las 
cepas HD-1, HD-73, HD-187 y HD-263 la actividad insecticida se ha mantenido; las dos 
primeras presentaron los más altos niveles (superiores al 80%) así como un comportamiento 
semejante, por su parte se observó que la cepa HD-164 perdió toxicidad. 
Cuadro 11. Toxicidad presentada por 7 extractos de la colección internacional de bacilos 
entomopatógenos después de 15 años de almacenamiento. 
Clave de Extracto Insectos probados 
(Cepa) Trichoplusia ni He/iothis virescens 
50 /¿g/ml 500 ¿/g/ml 50 pg/ml 500 ¿¿g/ml 
FR55C44 (HD-187) 0.0 20.3 ± 8.5 42.3 ± 19.0 80.0 ± 10.0 
FR84C40 (HD-1) 31.3 ± 12.5 78.5 ± 8.7 67.9 ± 10.9 90.0 
FR85C25 (HD-164) 6.8 ± 6.8 14.9 ± 9.3 0.0 6.5 ± 6.5 
FR208F36 (HD-263) 6.5 ± 6.5 44.9 ± 6.3 90.0 90.0 
FR215A42 (HD-1) 55.4 ± 16.5 90.0 90.0 90.0 
FR215F42 (HD-1) 33.6 ± 13.3 90.0 83.0 ± 6.8 90.0 
FR246C36 (HD-73) 33.2 ± 5.7 90.0 90.0 90.0 
Nota: Los valores contenidos en la tabla corresponden a la medía ± su desviación estándar del % de mortalidad con su respectiva corrección, 
donde el 0 significa que no presento mortalidad y el 90 corresponde a la eliminación de toda la población 
En cuanto al efecto que presentó la dosis, indica que existen diferencias en la 
concentración de 50 ¿¿g/ml y 500 mi en ambos insectos, para ello se realizaron pruebas de 
X2, resultando más tóxica la segunda; por último en relación a los insectos plaga (Trichoplusia ni 
y Heliothis virescenÉ) mediante pruebas de X2 (Cuadro 2A) se observaron diferencias de 
toxicidad entre los insectos siendo más susceptible Heiiothis virescens{ Ce Z. y col., 1991), lo 
cual concuerda con los experimentos realizados por Dulmage, quién reporta valores de 
mortalidad total, esto se debió a que la bacteria fué cultivada en diferentes medios lo cual hizo 
que la actividad insecticida fuera diferente, inclusive se tratándose de la misma cepa, trabajos 
de: Dulmage, Salama y Smith afirman lo obtenido, ellos mencionan que la toxicidad de las 
cepas de Bacillus thuringiensis son dependientes del serotipo así como del medio donde se 
propaga, sin embargo cabe considerar que la estructuración genética es diferente en cada 
serotipo (Hofte y Whiteley, 1989). 
Cuadro 12. Comparaciones de medias de la toxicidad de los 7 extractos seleccionados de la 
colección internacional de bacilos entomopatógenos. 
Clave del extracto 
(Cepa) 
Promedio ± desv. Std 
% de mortalidad 
Grupos estadísticos 
FR215A42 89.3833 ± 5.5467 a 
FR246C36 82.5166 ± 9.1326 ab 
FR215F42 81.1583 ± 9.7040 ab 
FR84C40 77.2166 ± 8.9793 ab 
FR208F36 62.8333 ± 12.3520 be 
FR55C44 38.6250 ± 11.5828 c 
FR85C25 2.0000 ± 1.0446 d 
Nota: Los valores promedio y la desviación estándar se expresan con su respectiva corrección del % , la literales diferentes indican diferencias 
significativas (p Z 0.05, Zar, 1984). 
Mediante los análisis de varianza aplicados a la toxicidad de los extractos así como a las 
pruebas de comparación de medias de Tuckey y pruebas de X2, procedente del paquete 
Statgraphic 2, se seleccionaron a las cepas HD-1 y HD-73 como las mejores candidatas, para la 
recuperación de su actividad tóxica. 
4.3. Evaluación y selección de la cepa más tóxica 
Para realizar esto se tomaron en cuenta las factores más importantes que intervienen en 
el proceso de producción del bioinsecticida y que son los siguientes: 
4.3.1 Consumo de materia prima (Azúcares) 
El consumo de azúcares en los medios de cultivo fué variable, se observó la utilización 
de la fuente de carbono del 60 al 70% en los medios con dextrosa y con respecto a los que 
contenían melaza su rango fué más amplio del 20 al 70 %. 
La prueba t de Student's mostrada en el cuadro 13 compara de forma general a las dos 
cepas e indica que no existen diferencias significativas entre el consumo de azúcares de ambas. 
Cuadro 13. Prueba t de Student's para comparar el consumo de azúcares en los catorce 
medios por las cepas B. thuríngiensis HD-1 y HD-73. 
Parámetro Valor 
t 0.423154 NS 
Nivel de significancia 0.067390 
Tamaño de la población 42 unidades de c/cepa 
Nota: NS: no significativa. 
Analizando individualmente el comportamiento de la cepa HD-1 en los catorce medios 
de cultivo de acuerdo a la utilización de la fuente de carbono, el ANOVA presentado en el 
cuadro 3A, pone en evidencia que existe efecto entre los medios, la prueba de comparación de 
medias de Tuckey, mostró que existen 8 diferentes grupos, de los cuales los medios que 
contenían dextrosa como fuente de carbono ( E-2 y E-5) presentaron un alto consumo junto con 
el medio E-11, en ellos el contenido de harina de soya fue idéntico (10 gl), resultados 
semejantes fueron obtenidos por Palacios, quién utilizando un medio de melaza con semejante 
contenido de azúcares reductores observó el mismo consumo y en el medio con dextrosa la 
utilización de dicha fuente fué superior al 55 %. Cabe mencionar que en los medios: E-14, E-
12, E-10, E-6 y E-1, se observó un mínimo consumo de azúcares reductores, se indica 
gráficamente en la figura 5. 
Figura 5. Azúcares consumidos (%) por la cepa BaciHus thuringiensisHDA en los medios de 
cultivos probados. 
A Z L C K > 1 
Los resultados obtenidos para la cepa HD-73 indicaron que existen diferencias 
significativas en el consumo de azúcares en los catorce medios de cultivo con una probabilidad 
de error de 0.0 (cuadro 4A), las pruebas de comparación de medias de Tuckey mostraron 8 
grupos. Los consumos más altos al igual que en la cepa anterior los presentaron los medios E-2, 
E-5 y E-11, asociándolos a las características antes mencionadas; mientras que los medios E-6, E-
13 y E-1 siguen un patrón de consumo bajo sin presentar característica alguna en su 
composición, esto va de acuerdo con los resultados obtenidos por: Dulmage, Salama y Smith, 
que indican que el comportamiento de la cepa depende de la composición del medio de 
cultivo , por otro lado los medios E-9, E-8, E-3, E-7, E-12 y E-14 presentan un comportamiento 
semejante, en ellos la proporción de la fuente de carbono fue de 10 y 30 g/l y la de nitrógeno y 
cofactores de 10 a 20 g/l. La representación del comportamiento de estos se muestra en la 
figura 6. 
4.3.2 pH 
El pH fue diferente en ambas cepas, en el cuadro 14 se muestra la prueba t de 
Student's que determinó esto. 
Cuadro 14. Comparación de pH para ambas cepas de B. thuringiensis mediante la prueba de 
Student's. 
Parámetro Valor 
t 1.4868 NS 
Probabilidad de error 0.1409 
Número de observaciones 42 unidades/cepa _ _ 
Nota: NS : no significativa 
El análisis de varianza realizado a cada una de las cepas (cuadro 5A y 6A), dedujo que el 
pH es diferente en cada medio de cultivo donde se desarrollaron, mediante la comparación de 
medias de Tuckey se observaron diferentes grupos para las cepa HD-1 y HD-73 (cuadros 15 y 
1 6 ) . 
Cuadro 15. Prueba de comparación de medias de Tuckey para la cepa Baa'Hus thuringiensis 
HD-1 del pH final obtenido al ser probados 14 medios de cultivo. 
Medios de cultivo Promedio ± desv. std Grupos estadísticos 
E-5 8.80 ± 0.05 a 
E-3 8.80 ± 0.00 a 
E-2 8.80 ± 0.06 a 
E-1 8.73 ± 0.03 a 
E-6 8.70 ± 0.00 a 
E-7 8.60 ± 0.06 a 
E-4 8.53 ± 0.09 ab 
E-9 8.36 ± 0.03 ab 
E-10 8.26 ± 0.20 ab 
E-8 8.20 ± 0.26 ab 
E-11 7.80 ± 0.32 abe 
E-13 7.70 ± 0.15 abe 
E-12 7.40 ± 0.23 be 
E-14 6.70 ± 0.61 c 
Nota: Las literales diferentes indican diferencias significativas (p ¿ . 0.05, Zar, 1964). 
También se observó que en los medios que contenían melaza en proporción de 30g/l el 
pH final fue de 6.7 a 7.8 a excepción del medio E-3 en la cepa HD-1 que presentó un pH=8.8; 
en los medios que contenían 10 g/l su pH fluctuó entre 8.0 y 8.7. Para los medios con dextrosa 
el pH obtenido fue 8.8 siendo éstos los más altos (Dulmage 1980 y Palacios 1993). 
Cuadro 16. Prueba de comparación de medias de Tuckey para la cepa Baa'Hus thuringiensis 
HD-73 del pH final obtenido al ser probados en 14 medios de cultivo. 
Medios de cultivo Promedio ± desv. std Grupos estadísticos 
E-2 8.76 ± 0.09 a 
E-5 8.66 ± 0.03 a 
E-6 8.63 ± 0.09 ab 
E-4 8.56 ± 0.14 abe 
E-7 8.43 ± 0.03 abe 
E-9 8.36 ± 0.18 abe 
E-8 8.16 ± 0.30 abed 
E-10 8.03 ± 0.35 abede 
E-1 8.03 ± 0.35 abede 
E-3 7.70 ± 0.49 abede 
E-11 7.46 ± 0.23 bede 
E-12 7.40 ±0.10 ede 
E-14 7.10 ± 0.06 de 
E-13 6.96 ± 0.09 e 
Nota: Las literales diferentes indican diferencias significativas (p Z 0.05, Zar, 1984). 
4.3.3 Producción 
Los valores de producción obtenidos varían de 10 a 22 gfl para ambas cepas. 
Comparando la producción mediante la prueba t de Student's indicada en el cuadro 17, se 
observó que las cepas HD-1 y la HD-73 presentaron un comportamiento similar. 
Cuadro 17. Comparación de producciones para ambas cepas mediante la prueba de t 
Student's. 
Parámetro Valor 
t 0.2983 NS 
Probabilidad de error 0.3831 
Número de observaciones 42 unidades/cepa 
Nota: NS : no significativa. 
A la cepa HD-1 se le practicó el ANOVA (cuadro 7A), en el que se encontró efecto del 
medio de cultivo sobre la producción; mediante la prueba de comparación de medias (cuadro 
8A) se observó que los medios E-14, E-12, E-8, E-2 y E-10 obtuvieron los valores de producción 
más altos, en ellos el contenido de fuente de nitrógeno fue común (20 ^l), resultados similares 
fueron obtenidos por: Coldberg en 1980, Dulmage en 1982, Palacios y Galán en 1993. Sin 
embargo los medios E-11, E-4 y E-7 presentaron producciones inferiores, su contenido de 
harina de soya y coíactores fue de 10 g/l, estos resultados concuerdan con los obtenidos por: 
Smith, 1982; Salama y col., 1983; Arcas y col., 1984 y 1987; Anderson, 1990; Razo, 1990; 
Rowe, 1990 y Quintero en 1994. 
La cepa HD-73, al igual que la cepa HD-1 presentó diferencias en la producción 
obtenida al propagarse en los diversos medios de cultivo, esto se muestra en el cuadro 9A, las 
pruebas de comparación de medias indicada en el cuadro 10A, presentaron a los medios E-14, 
E-12, E-6 y E-10 como los más productores, resultados semejantes los obtuvieron: Coldberg en 
1980 utilizando otro medio de cultivo, Palacios y Galán en 1993 en medios con las mismas 
materias primas y Dulmage utilizando dextrosa como fuente de carbono además de otros 
constituyentes. En los medios E-2, E-5, E-7, E-11 y E-1 fueron aquellos donde se obtuvo menor 
producción del complejo espora cristal, estos concuerdan con los reportes de: Anderson, 1990; 
Arcas y col., 1984 y 1987; Quintero, 1994; Razo, 1990; Rowe, 1990; Smith, 1982 y Salama y 
col., 1983. 
Los medios con dextrosa presentaron baja producción (Dulmage, 1981), sin embargo 
aquellos que contenían 30 de melaza presentaron los rendimientos más altos a excepción del 
medio E-6, ésto concuerda con lo reportado por Quintero, 1994, además se analizó que 
conforme se aumentó el contenido de melaza la producción presentó un incremento. 
Se determinó que la cepa HD-1 presenta un comportamiento diferente en los medios 
de dextrosa en comparación a la HD-73, debido a que el rendimiento es alto e intermedio para 
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HD-1 y en la cepa HD-73 es bajo, Palacios reportó el mismo comportamiento con diferentes 
cepas, por su parte Delmas observó comportamientos diferentes dependiendo de la cepa, 
observando efecto en las diferentes concentraciones de dextrosa. Por lo que respecta a los 
medios de melaza el E-11 y E-7 para ambas cepas el rendimiento es bajo, similar a lo obtenido 
por; Anderson, 1990; Arcas y col., 1984 y 1987; Quintero, 1994; Razo, 1990; Rowe, 1990 
Salamay col., 1983; y Smith, 1982, así como un comportamiento intermedio en E-3 y E-13; 
y alto en los medios E-14, E-12, E-10 y E-8 (Dulmage, 1982; Calan, 1993; Coldberg, 1980; y 
Palacios, 1993). 
4.3.4 Conteo de esporas 
Los conteos obtenidos se sometieron a la prueba t de Student's donde se compararon a 
ambas cepas (Cuadro 18), esto pone en evidencia que no existen diferencias en cuanto al 
desarrollo de las esporas en ambas cepas. 
Cuadro 18. Prueba t de Student's aplicada para comparar el número de esporas obtenidas en 
los medios de cultivo para las cepas HD-1 y HD-73. 
Parámetro Valor 
t 07547823 NS 
Probabilidad de error 0.058530 
Número de observaciones 42 por cepa 
Nota: NS: no significativa. 
El rango presentado, fué amplio de 2.24x106 a 320x108 UFC/g, al utilizar la cepa HD-1 
en los medios que contenían dextrosa, como única fuente de carbono, se observó que en el 
medio con 1.5 el número de esporas era el doble (14.1x106 UFC/g) en comparación al 
medio E-5 (1 g/l); Delmas en 1985, observó con diferentes concentraciones efectos similares, 
resultando ser más tóxico aquel con mayor concentración de fuente de carbono. Por otra parte, 
al utilizar medios con 10^1 de melaza se observaron valores superiores de 5x106 UFC/g, sin 
embargo al incrementar la concentración a 30 se presentaron valores desde 2.4x106 hasta 
320x106 UFC/g, siendo más tóxicos los extractos obtenidos de concentraciones menores de 
melaza. 
Para la cepa HD-73 los medios con dextrosa presentaron similitud en cuanto al número 
de colonias, los medios con 30g^ l de melaza presentaron los valores más altos que van de 
2.4x106 a 300x106 UFC/g (Arcas y col., 1984; CRC, 1978; Coldberg y col., 1980; y Sakharova, 
1984) y por lo que respecta a las concentraciones de 10g^ l se obtuvieron de 5.6x106 - 9.6x106 
UFC/g (Smith; 1982). 
4.3.5 Coeficiente de rendimiento celular en base al sustrato 
El rendimiento celular presentado fué diferente en ambas cepas, según a la prueba t de 
Student's (Cuadro 19). 
Cuadro 19. Prueba t de Student's para comparar el rendimiento celular en las cepas HD-1 y 
HD-73. 
Parámetro Valor 
t 2.40579 ** 
Probabilidad de error 0.01838 
Número de observaciones 42 datos por cepa 
Nota: " significativa. 
Los valores de coeficiente de rendimiento celular comprenden de: 0.04 - 0.99g de 
biomasa/ g de sustrato (gB/gS). A la cepa HD-1 se le realizó el análisis de varianza, cuadro 11 A, 
que indica que el coeficiente de rendimiento fué diferente en los medios, mediante las pruebas 
de comparación de medias se determinó que los medios: E-14, E-1, E-6, E-8 y E-10 (cuadro 20) 
presentaron los valores más altos, similares a los obtenidos por: Anderson en 1990; Arcas y col., 
1987; Holmberg y col., 1980; Medrano, 1992; Rowe, 1990; Sakharova y col. en 1984. Los 
valores bajos correspondieron a los medios: E-13, E-3, E-11 y E-4 siguiendo un patrón de 
comportamiento semejante a los reportados por: Arcas y coL, 1987; Palacios, 1993; Razo, 
1990; y Sakharova, 1984. 
Cuadro 20. Prueba de comparación de medias de Tuckey para la cepa HD-1 del coeficiente de 
rendimiento obtenido en 14 medios de cultivo. 
Medios de cultivo Promedio ± desv. std _ Grupos estadísticos 
E-14 o!466 ± 0.168 a 
E-1 0.435 ± 0.007 a 
E-6 0.376 ± 0.002 b 
E-8 0.370 ± 0.006 b 
E-10 0.357 ± 0.001 b 
E-12 0.188 + 0.001 c 
E-5 0.161 ± 0.005 cd 
E-2 0.142 ± 0.007 de 
E-9 0.119 ± 0.002 e 
E-7 0.119 ± 0.006 e 
E-4 0.078 ± 0.005 f 
E-11 0.046 ± 0.002 fg 
E-3 0.037 ± 0.000 g 
E-13 0.021 ± 0.001 g 
Nota: Las literales diferentes indican diferencias significativas (p Z 0.05, Zar, 1984). 
En la cepa HD-73 el análisis de varianza reportó diferencias de rendimiento con respecto 
a la composición de los medios, cuadro 12A. En el cuadro 21 se muestran la prueba de 
comparación de medias, donde se observa a los medios E-13, E-12, E-11, E-6 y E-8 como 
aquéllos donde se presentó buena utilización del sustrato concordando con lo obtenido por: 
Anderson, 1980; Arcas y co/., 1987; Holmberg y col., 1980; Medrano, 1992; Rowe, 1990 y 
Sakharova y col., 1984. Por otra parte los medios E-3, E-1 y E-5 su rendimiento coincide con: 
Arcas y col., 1987; Palacios, 1993; Razo, 1990 y Sakharova en 1984. 
Cuadro 21. Prueba de comparación de medias de Tuckey para la cepa HD-73 del coeficiente 
de rendimiento celular obtenido al ser probados en 14 medios de cultivo. 
Medios de cultivo Promedio ± desv. std Grupos estadísticos 
E-13 1.000 ± 0.000 a 
E-12 1.000 ± 0.000 a 
E-11 0.811 ± 0.000 b 
E-6 0.550 ± 0.029 c 
E-8 0.370 ± 0.011 d 
E-10 0.199 ± 0.006 e 
E-9 0.767 ± 0.002 ef 
E-2 0.141 ± 0.000 fg 
E-4 0.127 ± 0.001 gh 
E-14 0.127 ± 0.001 gh 
E-7 0.124 ± 0.004 h 
E-5 0.090 ± 0.005 hi 
E-1 0.077 ± 0.004 i 
E-3 0.062 ± 0.001 I 
Nota: Las literales diferentes indican diferencias significativas (p Z 0.05, Zar, 1984). 
4.3.6 Toxicidad 
La cepa HD-1 de manera global fué más tóxica que la HD-73, pero al compararse éstas 
contra el estándar (mediante la prueba t de Student's presentada en el cuadro 22 y 23 
respectivamente), en general no fueron superiores. 
Cuadro 22. Prueba t de Student's aplicada a la cepa HD-1 comparando el promedio de la 
toxicidad obtenida en los 14 medios de cultivo contra el estándar. 
Parámetro 
t 
Probabilidad de error 
Número de observaciones 





Cuadro 23. Prueba t de Student's aplicada la cepa HD-73 para comparar el promedio de la 
toxicidad obtenida en los 14 medios de cultivo contra el estándar. 
_ Parámetro Valor 
t ~ 1.80894 * 
Probabilidad de error 0.04681 
Número de observaciones 14 
Nota: » significativo. 
Al analizar el desarrollo en cada medio se observó que en algunos se incrementó y en 
otros no (cuadro 24). Para la cepa HD-1 en los medios E-3, E-4, E-5, E-6 y E-13 la actividad 
tóxica fue superior al estándar, a excepción del E-5, su proporción de LRM y harina de soya fue 
de 10 y 15 gfl, con pH superior a 8.5 excepto en el medio con alto contenido de melaza (E-13), 
resultados superiores al estándar han sido obtenidos por: Dulmage 1980 y Sánchez, 1985. Para 
la cepa HD-73 los medios E-1, E-4, E-5, E-6 y E-8 su contenido de LRM fue de 10 ^l, su 
contenido de melaza de 10 y 20 g/|, y con valores de pH de 8 - 8.6 (Dulmage, 1980). 
Cuadro 24. Toxicidad presentada por las cepas HD-1 y HD-73 en los 14 medios de cultivo 
probados. 
Medio de cultivo Cepa HD-1 Cepa HD-73 
E-1 16.29 7.15 
E-2 64.27 12.12 
E-3 6.00 671.49 
E-4 6.03 7.95 
E-5 6.00 6.59 
E-6 6.05 11.59 
E-7 24.06 13.53 
E-8 20.42 8.74 
E-9 22.91 21.42 
E-10 48.29 41.31 
E-11 13.45 16.11 
E-12 36.52 40.54 
E-13 10.07 129.96 
E-14 200.00 200.00 
Nota: las unidades de los valores contenidos en la tabla son microgramos por mililitro (¿ig/ml) el estándar presentó un valor de 12.053yg/ml. 
4.3.7 Selección de la cepa más tóxica 
La elección se realizó de acuerdo a los parámetros de toxicidad, producción, 
rendimiento, factor de producción así como del consumo de materia prima para el análisis de 
costos del proceso. Se muestra en el cuadro 25 las seis mejores cepas en base a los parámetros 
arriba mencionados. 
Se seleccionó en base a lo anterior, a la cepa HD-1 en el medio E-6, debido a que 
presentó un alto valor del factor de producción (2.46) en comparación a otros medios, en 
cuanto al consumo de la fuente de carbono no es alto comparado con los medios que utilizaron 
dextrosa, pero al realizar un análisis de costos del proceso y obtención del bioinsecticida es más 
factible éste medio (E-6) que los de dextrosa, ya que se obtuvo el mismo producto, con igual 
toxicidad y potencia, con buen rendimiento en relación al sustrato y con un costo menor, que 
hace más atractiva la producción. Es debido a estos atributos por lo que se eligió para producirse 
a nivel fermentador de 14 litros. 
Cuadro 25. Cepas seleccionadas como mejores a nivel matraz. 
Cepa Medio LO» Producción Nivel de Prod. % Az. Cons. 
Global 
HD-1 E-3 6.000 10.075 1.679 87.603 
HD-1 E-5 6.000 14.825 2.470 85.976 
HD-1 E-4 6.032 12.020 1.990 65.273 
HD-1 E-6 6.053 14.850 2.460 32.726 
HD-73 E-5 6.599 11.740 1.770 87.603 
HD-73 E-1 7.155 13.470 1.880 38.743 
Nota: Nivel de . Prod/, Nivel de producción, % A2. Cons.: porciento de azúcares consumidos con su respectiva corrección, Producción : 
gramos/litro, LD5o ¡microgramo/mililitro 
4.4 Experimentos a nivel fermentador 14 litros. 
Seleccionada la cepa HD-1 así como el medio (E-6) se procedió a propagar a nivel 
fermentador 14 litros, donde se analizaron los siguientes parámetros: utilización de la fuente de 
carbono, pH, consumo de oxígeno, producción, productividad, conteo de esporas, rendimiento, 
toxicidad y potencia. 
4.4.1 Utilización de la fuente de carbono 
La utilización de azúcares durante la producción del bioinsecticida, utilizando el medio 
de cultivo E-6, mostró el mismo comportamiento que a nivel matraz con un consumo de 
azúcares de 33 %, esto indica que no existen diferencias al realizarlo en escala mayor (7 litros). 
Este hecho permite que se pueda incrementar el tamaño del inoculo para el total consumo o 
bien la implementación de un proceso de recuperación. Se tienen reportes de consumos 
similares hechos por Palacios, 1993. 
4.4.2 pH 
El efecto del pH durante el proceso presentó niveles de 7.0 a 8.0, ésto debido a la 
formación del cristal, no es recomendado utilizar valores superiores a 8.0 ya que se afecta la 
estructura del cristal insecticida, comportamiento semejante lo obsevaron Dulmage, 1980; 
Maldonado, 1982 y Palacios, 1993. La ventaja controlar el pH hasta 8.0 durante la producción 
del bioinsecticida es por razones prácticas y más aún económicas ya que la toxicidad se 
mantiene. 
* Trabajo en prensa 
4.4.3 Producción 
La producción obtenida a este nivel no presentó diferencias significativas con respecto a 
lo obtenido a nivel matraz, lo cual indicó que es probable que al incrementarse la escala bajo 
las mismas condiciones se mantenga el valor de producción. El valor obtenido fué de 14.0 g/l, lo 
cual concuerda con los valores obtenidos por: Goldbergy col. en 1980, Salama y col. en 1983 y 
Razo en 1990. quienes trabajaron con la variedad kurstaki, pero empleando otros medios de 
cultivo de mayor costo. 
4.4.4 Productividad 
La productividad obtenida fué de 0.466 g/l/h similar a la obtenida por: Razo y Rowe 
1990. Comparando la productividad de nivel matraz y nivel fermentador se observó gran 
diferencia ya que se redujo casi a la mitad el tiempo de procesamiento de 56 a 30 h, similar a 
lo reportado por Calán y Palacios en 1993. Esto refleja que al controlar las condiciones del 
proceso como aireación y agitación, se incrementan el área de superficie de las células 
eficientizando la producción del bioinsecticida. Al disminuir el tiempo se minimizan las 
posibilidades de riesgo de contaminación, así como la reducción del costo del proceso. 
4.4.5 Conteo de esporas 
Presentó un valor superior al obtenido a escala menor, quizá sea debido al espado 
disponible y al acondicionamiento que representa la aireación y agitación, así como al mayor 
control de pH, temperatura, antiespumante que sean óptimos para la producción del complejo, 
Arcas, 1987; Drake, 1963; Rowe, 1990 y Smith, 1963; obtuvieron valores similares. 
4.4.6 Coeficiente de rendimiento celular en base al sustrato 
El valor obtenido a nivel fermentador fué de 0.470 g B/g S, éste indica que la mitad del 
sustrato es convertida a complejo espora-cristal, comparado con los experimentos a nivel matraz 
se observó un ligero Incremento, ésto se atribuye a que al tener un mejor control de las 
condiciones del proceso pueda eficientizarse el mismo. Estos datos coincidieron con los 
obtenidos por: Anderson y Razo, 1990 y Arcas y col., 1987. 
4.4.7 Demanda de oxígeno 
El requerimiento de oxígeno para el desarrollo de las células en cultivo a las 8 horas fue 
de 0.04441 g de 02/l/h, valores que por tratarse de una fermentación aeróbica son 
relativamente bajos al compararse con los que otros autores reportan que varían de un rango de 
1.2 a 3.5 gde 02/l/h (Palacios, 1993). 
4.4.8 Coeficiente de respiración 
Se obtuvo el valor de 0.1162 g de 02/g de célTh como Q02 , éste valor representa la 
velocidad específica de la utilización de oxígeno, ésto coincide con los parámetros antes 
mencionados es de esperarse que si la bacteria requiere poco oxígeno para desarrollarse el 
consumo de éste también sería bajo; resultados similares reportó Galán en 1993. 
4.4.9 Coeficiente de transferencia de oxígeno KLa 
Con un valor de KLa de 31.48 H"1, de acuerdo al método de Humprey, 1976, se 
condujo la producción del complejo espora-cristal, éste es similar al obtenido por Galán en 
1993, para la cepa GM-10 en condiciones de aireación y agitación idénticas. Aunque este valor 
no es elevado, se obtuvieron buenos resultados quizá se deba a que B. thuringjensis es una 
bacteria que requiere baja demanda de oxígeno y ello no afecta su desarrollo. 
4.4.10 Toxicidad y Potencia 
La toxicidad se relacionó con la dosis letal media, y la potencia con la medición de la 
actividad insecticida con respecto a un estándar expresada en Unidades Internacionales. El 
extracto recuperado presentó un incremento de la actividad a nivel matraz alcanzándose una 
potencia de 34,698 U. I. para T. ni valor que representa más del doble del estándar comercial 
(16,000 U.I.), pudiéndose recuperar de acuerdo al método de extracción lactosa - acetona el 
85.25 % de actividad insecticida del extracto almacenado y en relación al procedimiento de 
caldo recuperado, se logró alcanzar la actividad original, el valor reportado en archivo 
corresponde a 0.33 /il/ml y el obtenido de 0.296 /¿gftnl contra H. virescens, éstos se encuentran 
en relación al DLso valores de potencia superior al estándar lo presentan algunos productos 
comerciales como : Javelln®, Dipel®, etc., productos importantes como bioplaguicidas. 
DISCUSIONES Y CONCLUSIONES 
Actualmente es escasa la Información sobre el estudio de persistencia de toxicidad en 
extractos de fermentación almacenados por períodos superiores de 15 años. Solo se tienen dos 
reportes uno de Vandekar en 1983, quién estudió a B. thuringiensis variedad israeiensis donde 
observó que después de 8 años de almacenamiento mantuvo toxicidad, y el otro corresponde a 
Galán quien en 1993, reportó que la cepa HD-263 variedad kurstakiconserva buena actividad 
tóxica después de 12 años de almacenamiento. De acuerdo a los resultados de la evaluación 
de los 1,215 extractos de la colección internacional de bacilos entomopatógenos, se dedujo 
que aquellos pertenecientes a la variedad kurstaki son los más tóxicos destacándose entre ellos 
las cepas HD-1, HD-73, HD-164, HD-187 y HD-263. Estas cepas fueron originalmente 
producidas por el Dr. Howard T. Dulmage hace 20 años y consideradas por él mismo como 
tóxicas ya que su potencia contra los insectos plaga T. ni era el doble al estándar y hacia 
Heliothis virescens más potente. Al probarse su actividad insecticida al ¡nido de la investigación 
tóxica se observó que en concentraciones de 50 y 500 fJf¡/m\ para la cepa HD-1 dave 
FR215A42 fue de 55.4% y 100% contra T. niy de 100% en ambos casos para H. virescens, por 
lo que respecta a la cepa HD-73 clave FR246C36 su actividad tóxica presentada fué de 33.2 % 
en la primera concentración y de 100% en la segunda contra el insecto T. ni, y para Heliothis 
virescens se mantuvo igual que la anterior con un 100% de mortalidad. Al presentar mayor 
actividad contra H. virescens se hacen estos extractos más atractivos, debido a la resistencia 
que presenta éste lepidóptero. 
En cuanto al medio de producción se puede decir que se redujo significativamente la 
composición, ya que la fuente de carbono original (dextrosa) se empleó en concentración de 
30^1 y la requerida en éste trabajo es de 1.5 g/l con una utilización del 85 %, quedando sin 
utilizarse solo 15 % de dicha fuente, por lo que respecta a la fuente de nitrógeno también hubo 
una reducción en menor grado de 30 a 20 g/l. Esto permite hacer factible el proceso. Además 
se propone un medio de cultivo en base a melaza, que resultó ser más económico y con el cual 
su producción, rendimiento y actividad tóxica no mostró diferencias comparado con el antes 
mencionado, obteniéndose el mismo producto en ambos casos . 
En relación al proceso de producción del bioinsecticida, se redujo el tiempo del proceso 
de 42 a 30 h, beneficiando esto el costo del proceso, así como la disminución de riesgos de 
contaminación. Cabe señalar que el pH de 8 no afecta la toxicidad del extracto, permitiendo 
tener un rango más amplio de control y no restringirlo a un valor neutro (7). 
Se vió la ventaja de utilizar el medio de cultivo total y obtener excelentes resultados, que 
los obtenidos por el método de extracdón lactosa-acetona, ya que no muestra diferencias y en 
ambos casos el efecto del cristal es mostrado al utilizarse en concentraciones similares, esto 
permite innovar una tecnología que permita conservar viable el extracto por períodos de 
tiempo largo eliminando el proceso de lactosa-acetona el cual es sumamente caro. 
Los logros más importantes del presente trabajo fueron los siguientes: 
• Se establecieron criterios para la selección de extractos almacenados activos contra 
lepidópteros. 
• Se encontró una cepa que resultó ser tan tóxica y/o superior contra T. ni y H. virescens con 
relación a los productos comerciales. 
• La aplicación de métodos estadísticos para la evaluación de la producción del bioinsecticida. 
• Se determinaron y evaluaron las características fisicoquímicas del reactor necesarias para la 
elaboración de extractos, de acuerdo a la cepa HD-1 clave FR215F42. 
• Los resultados mostraron que tanto a nivel de matraz como a nivel fermentador de 14 I., el 
comportamiento de la bacteria es el mismo. Esto sirve de referencia para en estudios 
posteriores de escalamiento. 
Finalmente, la hipótesis planteada es cumplida, por el hecho de haber encontrado 
extractos de fermentación almacenados tan tóxicos como los productos comerciales a base de 
BaciHus thuringiensis HD-1 contra los insectos probados, así como la selección de un medio de 
cultivo accesible en la región y por consiguiente de menor costo que el medio propuesto 
originalmente por Dulmage, 1980. 
Consideramos que la información generada a través de este estudio cubrió las 
expectativas planteadas. 
RECOMENDACIONES 
Rediseñar el medio de cultivo E-6 : 
• Disminuir el contenido de melaza ó 
• Aumentar el tamaño de inoculo para una utilización completa de la fuente de 
carbono; o bien 
• Implementar un método de recuperación que permita utilizar de nuevo los nutrientes 
no utilizados (extracción de melaza). 
Realizar pruebas de toxicidad a los extractos obtenidos en diferentes períodos de tiempo, 
que nos permitan observar como ocurre el descenso de la actividad insecticida. 
Utilizar como estándar internacional al extracto HD-1 recuperado, ya que mostró estabilidad 
después de 15 años de almacenamiento. 
Probar otros extractos de la colección internacional de bacilos entomopatógenos en los 
medios E-5 y E-6, parra observar si es recuperable en ellos la actividad tóxica. 
Se recomienda poner énfasis en el efecto del pH, ya que la adición de éste incrementa costo 
y riesgo de contaminación. 
Efectuar bioensayos de los extractos obtenidos contra otros insectos blanco como: 
Spodoptera exigua,, Spodoptera frugíperda, PíuteHa xylostella, etc. 
Eficientizar el consumo de oxígeno, al disminuir el 0 2 disponible en el fermentador, donde 
los valores de aireación y agitación sean bajos, para que el oxígeno suministrado sea 
consumido en un 80%, con un rango de error del 20%. 
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APÉNDICE 
Cuadro 1A. Análisis de varianza del efecto de la toxicidad en los 7 extractos de Badilas 
thuríngiensis punto de partida en la investigación. 
Fuente de Suma de G. L Cuadrado Fcalc. Prob. 
Variación Cuadrados Medio error 
Entre gpo. 70,997.30 6 11,832.88 11.96 0.0000 
Dentro gpo. 76,137.14 77 988.79 
Total (corr.) 147,134.48 83 
Nota: C.L.: grados de libertad 
Prob. error:Probabilidad de error 
Cuadro 2A. Pruebas de X2 del efecto de la dosis e insecto con respecto a los 7 extractos 
seleccionados de cepas de B. thuríngiensis. 
Parámetros a evaluar g.de 
» 
X calculada )Fteórica 
libertad 
Dosis 50/i^ml 6 65.1983 12.5916 
Dosis 500/jg/ml 6 43.0149 43.0149 
Insecto Tríchoplusia ni 13 151.9482 22.3620 
Insecto Heliothis virescens 13 87.2966 22.3620 
Nota: g de libertad: grados de libertad. 
Cuadro 3A. Análisis de varianza que del efecto del consumo de azúcares en los 
diferentes medios de cultivo con la cepa B. thuríngiensis cepa HD-1. 
Fuente de Suma de G. L. Cuadrado Fcalc. Prob. 
Variación Cuadrados Medio error 
Entre gpo. 9,297.95 13 715.23 30.14 0.0000 
Dentro gpo. 627.60 28 22.41 
Total (corregido) 9,952.58 
Nota: C.L.: grados de libertad 
Prob, error ¡Probabilidad de error 
Cuadro 4A. Análisis de varianza del comportamiento del consumo de azúcares en los 
14 medios de cultivo probados con la cepa B. thuringiensis HD-73 
Fuente de Suma de C . L Cuadrado Fcalc. Prob. 
Variación Cuadrados Medio error 
Entre gpo. 6,458.35 13 496.79 7.12 0.0000 
Dentro gpo. 1,952.58 28 69.73 
Total (corregido) 8,410.94 42 
Nota: G.L.: grados de libertad 
Prob, error -.Probabilidad de error 
Cuadro 5A. Análisis de varianza del efecto del pH en los medios de cultivo utilizando la 
cepa B. thuringiensis HD-1 
Fuente de Suma de C. L. Cuadrado Fcalc. Prob. 
Variación Cuadrados Medio error 
Entre gpo. 10.64 13 0.81 11.61 0.0000 
Dentro gpo. 1.97 28 0.07 
Total (corregido) 12.61 41 
Nota:G.L: grados de libertad 
Prob, error ¡Probabilidad de error 
Cuadro 6A. Análisis de varianza del pH en los medios de cultivo donde se propagó la 
cepa B. thuringiensis HD-73 
Fuente de Suma de G. L. Cuadrado F calc. Prob. 
Variación Cuadrados Medio error 
Entre gpo. 14.13 13 1.08 6.96 0.0000 
Dentro gpo. 4.37 28 0.15 
Total (corregido) 18.51 41 
Nota:G.L: grados de libertad 
Prob, error . Probabilidad de error 
Cuadro 7A, Análisis de varianza de la cepa B. thuringiensis HD-1 para mostrar el 
efecto de producción en los medios de cultivo probados. 
Fuente de Suma de G. L. Cuadrado F calc. Prob. 
Variación Cuadrados Medio error 
Entre gpo. 801.73 13 61.67 5.95 0.0000 
Dentro gpo. 290.16 28 10.36 
Total (corregido) 1,091.89 41 
Nota: G.L.: gradee de libertad Prob, error : Probabilidad de error 
Cuadro 8A. Prueba de comparación de medias de Tuckey para la cepa B. thuríngiensis 
HD-1 analizando la producción en los medios de cultivo. 















Cuadro 9A. Análisis de varianza de la cepa B. thuríngiensis HD-73 para observar el 
efecto de la producción en los medios de cultivo probados. 
Fuente de Suma de G. L. Cuadrado F calc. Prob. 
Variación Cuadrados Medio error 
Entre gpo. 801.73 13 61.67 5.95 0.0000 
Dentro gpo. 290.16 28 10.36 
Total (corregido) 1,091.89 41 
Nota:C.L: grados de libertad 
Prob, error ¡Probabilidad de error 
Cuadro 10A. Prueba de comparación de medias de Tuckey para la cepa B. 
thuríngiensis HD-73 donde se compara la producción obtenida en los 
medios de cultivo analizados. 















Cuadro 11A. Análisis de varianza del efecto de rendimiento en la cepa B. thuríngiensis 
HD-1 al utilizar 14 medios de cultivo. 
Fuente de Suma de G. L. Cuadrado F calc. Prob. 
Variación Cuadrados Medio error 
Entre gpo. 0.9742 13 0.3621 999.99 0.0000 
Dentro gpo. 0.0029 28 0.0002 
Total (corregido) 0.9771 41 
Nota:C.L: grados de libertad 
Prob. error Probabilidad de error 
Cuadro 12A. Análisis de varianza del efecto de rendimiento en la cepa B. thuríngiensis 
HD-73 al propagarse en 14 diferentes medios de cultivo. 
Fuente de Suma de G. L. Cuadrado F calc. Prob. 
Variación Cuadrados Medio error 
Entre gpo. 4.7077 13 0.3621 999.99 0.0000 
Dentro gpo. 0.0064 28 0.0002 
Total (corregido) 4.7142 41 
Nota:G.L: grados de libertad 
Prob, error ¡Probabilidad de error 

